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 Einleitung     
1.  Einleitung 
Am Anfang eines neuen Jahrtausend stehen mehr als je zuvor rasante technische 
Entwicklung, innovativer Fortschritt sowie wissenschaftliche Erkenntnis im Mittelpunkt 
menschlichen Handelns. 
Daraus resultierend hat sich in der jüngsten Geschichte der medizinischen Forschung 
eine Entwicklung abgezeichnet, die vorrangig, neben der Prävention und aktiven 
Intervention gegen vital bedrohende Erkrankungen, die Verbesserung bzw. 
Konsolidierung vorhandener Lebensqualität, die daraus resultierende Steigerung des 
Lebensalters und damit verbunden ein aktives Vorgehen gegen durch Alterungsprozesse 
hervorgerufene Einschränkungen physiologischer Körperfunktionen zum Ziel hat. 
Neben diesen natürlichen Abnutzungsprozessen stellen überdies Verletzungsrisiken 
bedingt durch ein verändertes Freizeitverhalten sowie eine drastische Zunahme des 
Straßenverkehrs verbunden mit entsprechenden Gefahren neue Anforderungen an die 
moderne operative Medizin. 
Ein Beispiel hierfür liefert die endoprothetische Orthopädie, die durch Einsatz exogener 
Werkstoffe als Knochen- beziehungsweise Gelenkersatz selbst bei solchen 
Schädigungen, die zum Beispiel mit Invalidität bei Gelenkerkrankungen und 
Gelenkschäden einhergehen, zu einem nahezu beschwerdefreien Leben führt.  
1.1  Biomaterialien 
Der Einsatz solcher, als Biomaterial bezeichneter exogener Werkstoffe erfolgte zum 
ersten Mal zu Beginn des 19. Jahrhunderts in der Form, daß Metallschrauben zur 
Stabilisierung von Knochenfrakturen eingesetzt wurden (Bell, 1804; Levert, 1829). 
Mittlerweile handelt es sich bei Biomaterialien keinesfalls mehr nur um metallene 
Werkstoffe. In letzter Zeit sind zahlreiche unterschiedliche Materialien entwickelt 
worden. Ferner hat sich, ausgehend von der traumatologischen Chirurgie, der Einsatz 
solcher exogener Werkstoffe auch auf andere Teilbereiche der Medizin erstreckt. 
Dies berücksichtigend, läßt sich das Charakteristikum eines Biomaterial beschreiben als 
eine Substanz oder eine Kombination von Substanzen mit Ausnahme der Medikamente, 
die synthetischen oder natürlichen Ursprungs ist und für jeden möglichen Zeitraum als 
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Ganzes oder Teil eines Behandlungssystemes irgendein Gewebe, ein Organ oder eine 
Körperfunktion behandelt oder ersetzt (Williams, 1988). 
Als ein Biomaterial ist demnach ein Stoff anzusehen, welcher in Kontakt mit 
menschlichen Zellen, Geweben oder Körperflüssigkeiten steht. Dies beinhaltet 
chirurgische Implantate, Dentalimplantate, Verbände und Materialien der Prothetik 
genauso wie etwa Materialien in extrakorporalen Kreisläufen oder Blutbeutelsystemen 
(Lee, 1988). 
So finden z.B. Teflon, Gore-Tex oder Polyurethan Anwendung als Gefäßprothese oder 
Nahtmaterial; Kunststoffe wie Polyäthylen oder Polysulfon fungieren als 
Gelenkpfannenersatz oder zur Osteosynthese, während Metalle wie Titan und dessen 
Legierungen oder rostfreier Stahl ihren Einsatz als Endoprothese oder Gelenkersatz 
finden. 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich vorrangig mit derartigen Varianten von 
Biomaterialien, welche ihre Anwendung als orthopädisch relevante Implantate finden. 
1.2  Biokompatibilität 
Hauptaugenmerk bei der Auswahl geeigneter Materialien für endoprothetische 
Implantate ist auf deren Verträglichkeit mit dem Empfängergewebe zu legen, 
insbesondere, weil gerade in der orthopädischen Endoprothetik von einer möglichst 
langen Verweildauer des Implantates im menschlichen Körper auszugehen ist. 
An dieser Stelle kommt erstmalig die Definition der Biokompatibilität zum Tragen, 
unter der man die Fähigkeit eines Materials versteht, bei spezifischer Applikation eine 
angemessene Gewebereaktion des Empfängers zu erzeugen (Williams, 1988). Dies 
beinhaltet, daß ein Biomaterial weder toxisch, noch kanzerogen oder mutagen auf den 
Organismus wirkt. Ferner muβ es im Falle von Gewebeimplantaten adhäsiv für Zellen 
sein und darf keine Sensibilisierung hervorrufen (Kawahara, 1985). Idealerweise ist ein 
Biomaterial als “bioinert” zu bezeichnen. In diesem Fall sind, bis auf eine fibröse 
Abkapselung, keinerlei Reaktionsprodukte im Hinblick auf eine Abstoßung bei Kontakt 
mit dem Empfängergewebe zu erkennen (Hench und Wilson, 1984). Manche 
Werkstoffe bilden zwar (nicht-toxische) Korrosionsprodukte, sind aber relativ 
verträglich. Sie bezeichnet man als “biotolerant” (Osborn, 1979). Als eine Sonderform 
sind modifizierte Materialien aufzufassen, welche zusätzlich zu ihrer hervorragenden 
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Biokompatibilität über die Eigenschaft verfügen, eine gewünschte Gewebeneubildung 
zu induzieren. Diese Stoffe, welche z.B. Knochenneubildung osteoinduktiv initiieren, 
bezeichnet man als “bioaktiv” (Osborn, 1985; Ohgushi et al., 1990). 
Biokompatibilität wird durch In-vivo- oder In-vitro-Experimente überprüft, wobei die 
Untersuchungen sich ergänzen müssen (Williams, 1982). 
In Hinblick auf mögliche Korrosionsprodukte und eine Kratz- und 
Verschleißbeständigkeit kommt die tribologische Eigenschaft einer Prothese zum 
Tragen. Unter Tribologie versteht man die Lehre von Reibungs-, Schmierungs- und 
Verschleißvorgängen, eine Wissenschaft, deren Anfänge schon auf Leonardo DaVinci 
zurückreichen (Streicher, 1993). 
1.3  Versuche zur Biomaterialientestung 
1.3.1  Tierversuche 
Vorangiges Ziel der Testung eines Biomaterial, vergleichbar der eines Arzneimittels, 
muß es sein, schädigende Wirkungen vor der Applikation am Menschen zu ermitteln 
und auszuschalten. 
In den dreiβiger Jahren wurden erste Tierversuche zur Materialientestung etabliert, wie 
z.B. bei Hasen intradermal implantierte Legierungen im dentalen Bereich (Dixon und 
Rickert, 1933). Bis heute sind Tierversuche nach wie vor ein unverzichtbares 
Hilfsmittel in der Biomaterialienforschung (Grote et al., 1986; Hayashi et al., Orth et 
al., 1990, 1991; Wilke et al. 1991, 1993). Seit jeher bestanden jedoch Bedenken 
hinsichtlich der Standardisierbarkeit der Experimente und der Übertragbarkeit der 
gewonnenen Ergebnisse auf den Menschen, begleitet von Nachteilen durch hohe Kosten 
und zeitaufwendige Versuche. Ferner rückten die zunehmenden ethischen Bedenken 
gegenüber der Nutzung von Tierversuchen die in-vitro-Testung als Alternative zum In-
vivo-Versuch stärker in den Mittelpunkt des Interesses. 
1.3.2  Zellkultur 
Die ersten Biokompatibilitätstestungen führte Kawahara (Kawahara et al., 1955) Mitte 
der fünfziger Jahre in Form einer "Hangig drop culture" an Herzmuskelexplantaten von 
Hühnerembryonen durch, um Migrations- und Ausdehnungsverhalten des Gewebes 
nach Kontakt mit dentalen Werkstoffen zu beurteilen. Die Gewebekulturen sollten 
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durch möglichst dichten Kontakt mit den Materialproben Aufschluß über deren 
Toxizität geben. Der Nachteil dieser Methode, die fehlende 
Unterscheidungsmöglichkeit zwischen Zellmigration und Zellproliferation, veranlaßte 
Kawahara, die erste reine Zellkultur in “Direktkontaktmethode” einzuführen (Kawahara 
et al., 1968). Dabei handelte es sich um eine Flüssigmediumzellkultur mit 
einschichtigem Zellrasen (Monolayer) aus Mausfibroblasten. Durch den direkten 
Kontakt der Testmaterialien mit den Zellen der Kultur war es zum ersten Mal gelungen, 
materialbedingte Auswirkungen auf Zellzahl und -morphologie zu erfassen und zu 
quantifizieren. Verbesserungen stellten die "Agar Overlay Methode" von Guess (Guess 
et al., 1965), deren Weiterentwicklung in Form der "Millipore-Methode" durch 
Wennberg (Wennberg et al., 1979) und die Extraktionsmethode nach Homsy (Homsy et 
al., 1979) dar, die alle auch noch heute als die gebräuchlichsten Testmethoden zur 
Biokompatibilitätsprüfung gelten. Die Vorteile der Zellkultur zeigten sich in ihrer 
relativen Kostengünstigkeit, in den kurzfristig vorliegenden Ergebnissen und der 
entsprechend der vorhandenen Fragestellung einfachen Quantifizierbarkeit der 
Ergebnisse (Brauner und Kaden, 1989).  
Die "Agar Overlay Methode" ermöglicht aufgrund ihrer Versuchsanordnung, bei der der 
Zellrasen durch eine dünne Agarschicht bedeckt wird, auch eine Testung von 
Materialien geringer Dichte. Der Ersatz der Agarschicht durch einen Millipore-Filter 
bei der Methode nach Wennberg half, die Diffusionsstrecke zwischen Material und 
Zellen zu verringern. Die Extraktionsmethode erlaubte es, mit Hilfe unterschiedlicher 
Extrakt-konzentrationen eine Toxizitätsschwelle der Materialien zu ermitteln. 
Trotz ihrer Vorteile, die diese Zellkulturen den Tierversuchen gegenüber boten, wie z.B 
eine sensitivere Reaktion der Zellen gegenüber toxischen Materialbestandteilen 
unabhängig von Abwehrreaktionen tierischer Organismen und endokriner Regelkreise, 
zeigten sich in der Analyse verschiedener Materialien erhebliche Diskrepanzen, welche 
sowohl in der Auswahl der kultivierten Zellarten (Johnson et al., 1983) als auch in der 
unterschiedlichen Methodik begründet lagen. Es fanden neoplastische Zellinien 
unterschiedlichster Tierspezies (Taylor et al., 1973; Pappas et al., 1968; Mital et al., 
1968), humane Zellen neoplastischen Ursprungs (Rappaport et al., 1964), humane 
Fibroblasten (Wilsnack et al., 1973) und diverse andere Zellarten humanen und 
tierischen Ursprungs Anwendung. In zahlreichen Studien  konnte ein Beeinflussung auf 
die Testsensitivität durch die Anwendung verschiedener Zellarten bei sonst gleichen 
Kulturbedingungen gezeigt werden. (Nuwayser et al., 1973; Browne et al., 1979; Lang 
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et al., 1989; Naji et al., 1990; Caughman et al., 1990; Harmand et al., 1990; Puleo et al., 
1991; Jansen et al., 1991; Berstein et al., 1992; Niederauer et al., 1994). Auch die 
unterschiedlichen Zellkulturmethoden führten zu abweichenden Testresultaten bei 
identischen Materialien (Wilsnack et al., 1973; Hensten-Pettersen et al., 1977; Johnson 
et al., 1983; Welker et al., 1983; Haustveit et al., 1984). Diese Erfahrungen mit 
Zellkulturen führten zu der Forderung, ein Testsystem zu etablieren, welches der 
physiologischen Implantationssituation beim menschlichen Patienten möglichst nahe 
kommt, mit anderen Worten Zellkulturen zu benutzen, die auch tatsächlich im 
klinischen Alltag Kontakt zu entsprechenden Biomaterialien haben (Pizzoferrato et al., 
1985; Kamen et al., 1989; Harmand et al., 1990). 
Im Laufe der Jahre zeigte sich, daß neben primären Zellkulturen auch Zellinien für die 
Qualität der Vorhersagekraft der Testkultur von großer Bedeutung sind. In den 
Anfängen wurde auf meist wenig differenzierte, embryonale oder neoplastische 
Zellinien zurückgegriffen (Taylor et al., 1973; Pappas und Cohen, 1968; Mital und 
Cohen, 1968). Auch die ersten humanen Zellen waren neoplastischen Ursprungs 
(Rappaport, 1964). Als Ergebnis zeigte sich auch bei identischen Kulturbedingungen 
eine große Variationsbreite bezüglich der Sensitivität gegenüber den getesteten 
Biomaterialien (Johnson et al., 1983), so daß es wenig sinnvoll erschien, Zellen zu 
benutzen, die in situ keinen Kontakt zum implantierten Material haben (Browne und 
Tyas, 1979). In der Testung von orthopädisch relevanten Biomaterialien, welche in situ 
im Kontakt mit Knochenmarkzellen stehen, ist z.B. die Anwendung von kultivierten 
humanen Knochenmarkzellen in den Versuchsreihen sinnvoller, als z. B. auf 
Fibroblasten oder gar Tumorzellen zurückzugreifen, wie Ergebnisse von Versuchen mit 
humanen Knochenmarkszellen in Korrelation zum Tierexperiment (Wilke et al., 1992, 
1993) gezeigt haben. 
Die Arbeitsgruppe “Experimentelle Orthopädie“ der Universitätsklinik Marburg  
bedient sich, aufbauend auf die Langzeitknochenmarkszellkultur von Dexter, Gartner, 
Kaplan und Kalla (Dexter et al., 1977; Gartner und Kaplan, 1991; Kalla et al., 1991), 
einer Knochenmarkszellkultur humanen Ursprungs. Das für die kultivierten Zellen 
verwendete Medium enthält die für die physiologische Entwicklung der Zellkultur 
erforderlichen Substanzen und wurde durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren ergänzt 
(Kalla et al., 1991). Auch die dort beschriebene Methode der Knochenmarksgewinnung 
fand Anwendung. Jedoch erwies sich die ursprüngliche Vorgehensweise der 
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Sternalpunktion als ineffizient, da zum einen nur geringe Mengen  Knochenmark zu 
erhalten waren, zum anderen eine hohe Kontamination durch Erythrozyten vorlag. Aus 
diesem Grund ging man von einem Spongiosablock definierter Größe (7x10x20 mm) 
aus, der bei der Implantation einer Hüft-Totalendoprothese entnommen wurde. Für den 
Patienten stellt dieses Vorgehen keine zusätzliche Belastung dar, da bei der Anlage der 
Markhöhle für den Prothesenschaft in jedem Fall Spongiosa ausgeräumt wird, welche 
sonst verworfen werden würde. 
1.3.3  Die humane Knochenmarkszellkultur  
Die humane Knochenmarkszellkultur verfügt über differenzierte und undifferenzierte 
Zellen. Aufgrund dieser noch nicht determinierten Progenitorzellen, welche sich in 
verschiedene Richtungen entwickeln können (Stutzmann et al., 1982), besitzt diese Art 
von Kultur den entscheidenden Vorteil, daß man mit ihrer Hilfe Aussagen über zu 
erwartende lokale Gewebsreaktionen bei entsprechendem Materialkontakt machen kann 
(Wilke et. al., 1994). Hinzu kommt, daß sich in der humanen Knochenmarkszellkultur 
immunkompetente Stammzellen sowie osteoblastäre Zellen befinden. Die klinische 
Erfahrung zeigt, daß Patienten, die mit einer Totalendoprothese versorgt worden sind, 
insgesamt eine Veränderung ihrer immunkompetenten Zellen mit der Möglichkeit der 
Allergisierung aufweisen. Die humane Knochenmarkszellkultur bietet hier ein Modell, 
solche Phänomene näher zu beleuchten und einen Erklärungsansatz zu finden. Neben 
der eigentlichen “Verträglichkeit” des Biomaterials mit dem Gewebe des Empfängers 
kommt der knöchernen Verankerung des Implantats in Form eines "bone ingrowth" in 
die Oberflächenschicht der Prothese eine koexistente Bedeutung zu. Somit darf die 
Analyse osteoblastärer Zellen, welche wir in der humanen Knochenmarkszellkultur 
vorfinden, nicht fehlen. 
1.3.4  Wachstumsfaktoren 
Die in der Knochenmarkszellkultur befindlichen Zellen der Leukopoese (Granulopoese, 
Monozytopoese, Thrombozythopoese und zum Teil der Lymphopoese) wurden in 
Anlehnung an Kalla (Kalla et al., 1991) durch die Wachstumsfaktoren GM-CSF und IL-
3 in ihrem Wachstum und ihrer Differenzierung stimuliert. Die Bedeutung der 
Wachstumsfaktoren für Proliferation und Differenzierung hämopoetischer Zellen wurde 
bereits 1966 von Bradley und Metcalf beschrieben. Viele hämopoetische 
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Wachstumsfaktoren sind jedoch unter physiologischen Konditionen im Serum nahezu 
nicht nachweisbar (Freund, 1989), und erst in den achtziger Jahren gelang eine 
industrielle Produktion von GM-CSF (Wong et al., 1985; Cantrell et al., 1985) und 
damit verbunden ein breiter therapeutischer Einsatz von Wachstumsfaktoren. In der 
vorliegenden Arbeit wurden GM-CSF sowie IL-3 der Fa. Behringwerke AG. zur 
Zellkultivierung benutzt, wobei GM-CSF in Anlehnung an Cantrell (Cantrell et al., 
1985) von HUT 102 Zellen geklont und das Genprodukt in Escherichia coli exprimiert 
worden war. Interleukin 3 wurde von aus dem peripheren Blut stammenden 
Lymphozyten geklont und das Genprodukt in Weizen exprimiert (Gillis et al., 1988). 
Bei Betrachtung der stimulierten Zellreihen durch beide Wachstumsfaktoren fällt ein 
fast identisches Zellprofil auf (vgl. nachstehende Tabelle), wobei ein kombinierter 
Einsatz beider Faktoren für eine gesteigerte Zellproliferation entscheidend ist, da auf 
diese Weise ein Zusammenspiel humoraler Induktionsmechanismen gewährleistet ist, 
wie klinische Studien an Patienten mit gesundem und durch Chemotherapie 








   (Freund 1989) 
1.4  Anforderungen an orthopädisch genutzte Implantate 
Zusätzlich zu den Bedingungen der Biokompatibilität müssen an Implantatmaterialien 
mit Blick auf die langfristig ausgelegte Funktionsfähigkeit (Willert et al., 1979, 1981) 
weitere Anforderungen an biologische und technische Eigenschaften gestellt werden. So 
müssen Dichte, Stabilität und Elastizität des Knochens berücksichtigt werden. Der 
Knochen lebt. Er unterliegt dem Stoffwechsel des menschlichen Organismus und ist 
darüber hinaus durch diverse funktionelle und biomechanische Eigenschaften 
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gekennzeichnet (Serre et al., 1990). Jedes Biomaterial kann Einfluß auf die 
Wundheilung nehmen, spezielle Reparationsmechanismen induzieren und 
Fremdkörperreaktionen hervorrufen. Beleites (Beleites et al., 1993) stellt die für die 
Integration in den Organismus notwendigen Bedingungen wie folgt dar: 
Werkstoffeigenschaften: 
• mechanische Stabilität 
• thermisches Verhalten wie Knochen 
• chemische Stabilität gegenüber Körpermedien 
• biologische Stabilität gegenüber dem Angriff von Mikroorganismen 
Physiologisch verträgliches Verhalten:
• Biokompatibilität (biotolerant,-inert,-aktiv) 
• keine toxischen Wirkungen 
Herstellung:
• ökonomisch vertretbarer Aufwand 
• Anwendung üblicher Techniken 
• oberflächenmodifizierbar 
Anwendung:
• einfache Handhabung 
• mittels einfacher Methoden sterilisierbar 
1.5  Grundlagen für das Einwachsen von Knochengewebe in die Implantatober-
fläche (bone ingrowth) 
Das Einwachsverhalten des Implantatmaterials in den Knochen verläuft phasenweise 
und ist mit einer Knochendefektheilung vergleichbar. 
Die erste Phase ist durch eine Entzündungsreaktion gekennzeichnet. In der zweiten 
Phase, der reparativen Phase, welche im Tierversuch bis zu zwei Wochen andauert 
(Griss et al., 1975, Griss et al., 1976; Galante et al., 1971), kommt es zur Einwanderung 
mesenchymaler Stammzellen mit Differenzierung zu Osteoblasten. Am Ende der 
reparativen Phase steht der primitive Geflechtknochen, welcher in ca. vier Wochen in 
der Umbauphase zum reifen Lamellenknochen formiert wird (Griss et al., 1975, Griss et 
al., 1976; Galante et al., 1971). 
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1.5.1  Extrazelluläre Matrix 
Die Verkalkung des Knochens ist ein mehrschichtig ablaufender und in vielen Details 
noch ungeklärter Prozeß, in dem in erster Linie Osteoblasten und Kollagenfasern eine 
tragende Rolle einnehmen. Die Interzellularsubstanz oder auch extrazelluläre Matrix 
des Knochens wird als Knochengrundsubstanz bezeichnet. 
Extrazelluläre Matrix besteht vorrangig aus amorpher Grundsubstanz und Fasern 
(Kollagen, retikuläre, elastische Fasern), deren vorherrschender Typ die spezifischen 
Eigenschaften des betreffenden Gewebes kennzeichnet (Junqueira und Carneiro, 1996). 
Knochengrundsubstanz besteht zu ca. 50% aus Mineralien, zu 25% aus organischen 
Verbindungen und zu weiteren 25% aus Hydrationswasser. Unter dem organischen 
Material überwiegt das in Fasern vorliegende Kollagen (90-95%).  Synthese und 
Reifung des Kollagens findet intrazellulär im Osteoblasten statt. Daneben entstehen aus 
den Osteoblasten weitere, nicht-kollagene Proteine der Knochenmatrix, wie das am 
häufigsten vorkommende Osteokalzin. Hierbei handelt es sich um ein knochen-
spezifisches Protein, welches eng mit dem Beginn des Mineralisierungsprozesses 
(Boskey, 1989) und der Knochenformation (Weinstein und Gundberg, 1983) in 
Verbindung zu stehen scheint und dessen Serumspiegel eine große Korrelation zur 
Knochendichte aufweist und den reifen Osteoblasten charakterisiert (Sherman et al., 
1992). Osteokalzin gilt als ein spezifischer, sensitiver und äußerst rasch ansprechender 
Marker osteoblastischer Aktivität (Nielsen et al., 1991). Weitere, von Osteoblasten 
synthetisierte nicht-kollagene Matrixproteine sind Osteopontin und Osteonectin sowie 
phosphorylierte Glycoproteine, welche alle eine starke Affinität zu Hydroxylapatiten, 
Kollagenfibrillen oder zu zellulären Strukturen besitzen und alle an der Regulation der 
Mineralisierung beteiligt sind (Hultenby, 1994; Heinegard und Oldberg, 1993; Young et 
al., 1993). Die Mineralisation von organischer Matrix stellt den Abschluß der 
Einbauvorgänge von Implantatmaterialien in das knöcherne Lager dar. 
In Anlehnung an diese physiologischen Vorgänge stellen die Analysen metabolischer 
Differenzierung von Zellen, wie z.B. die Aktivitätsbestimmung von Alkalischer 
Phosphatase oder der Nachweis sezernierter Matrixproteine wie Osteokalzin mögliche 
Methoden der Biokompatibilitätsprüfung dar. Desweiteren finden zahlreiche andere 
Techniken wie z.B. die Quantifizierung von Zellproliferation mittels Einbau 
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radioaktiver Thymidinisotope (Fasol et al., 1985; Pizzoferrato und Ciapetti, 1983), die 
Bestimmung der Zellvitalität mittels Messung der Laktatdehydrogenase (Rae, 1975) 
oder die Färbung vitaler Zellen unter Anwendung des "methylthiazolyldiphenyl 
tetrazolium colorimetric assay" (Mosmann, 1983) sowie Vitalfärbungen mit "neutral 
red" (Powell et al., 1970), bei Untersuchungen zur Biokompatibilität von Werkstoffen 
Anwendung. 
1.6  Ziel der vorliegenden Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, mit Hilfe einer humanen Knochenmarkszellkultur 
eine Biokompatibilitätsbewertung von orthopädisch relevanten Implantatmaterialien 
vorzunehmen (Davies, 1996) .  
Die humane Knochenmarkszellkultur bietet nämlich die Möglichkeit, den zuvor 
beschriebenen mehrphasigen Prozeß des "bone ingrowth" der klinischen Situation 
angenähert in Abhängigkeit des entsprechend zu testenden Biomaterials in vitro zu 
simulieren, da die Zellkultur über  alle am Prozeß beteiligten Zelltypen verfügt. 
Dies beinhaltet im konkreten Fall zunächst die Präparation und Kultivierung von im 
Rahmen einer Hüftoperation gewonnenen humanen Knochenmarkszellen auf industriell 
vorgefertigten, definierten Biomaterialprobenkörpern und deren Vitalitäts- und 
Wachstumskontrolle mit Hilfe entsprechender Färbungen.  
Im weiteren Verlauf dient die rasterelektronenmikroskopische Verarbeitung der 
detailierteren Betrachtung der Zellmorphologie und der Erfassung erster Hinweise auf 
extrazelluläre Matrixbildung. 
Die prinzipielle und möglicherweise in ihrer quantitativen Ausprägung 
biomaterialabhängig differenzierende und damit als Indikator für den Grad der 
Biokompatibilität dienende (Olmo et al., 1988) Produktion von eben genannter 
extrazellulärer Matrix (EZM) im In-vitro-Experiment stellt dabei einen wesentlichen 
Aspekt dar, dem in der vorliegenden Arbeit nachgegangen werden soll. 
Hierzu bedienten wir uns dem Nachweis der obengenannten Komponenten der EZM, 
wobei wir den Schwerpunkt auf die Kollagene I und III, sowie auf das nicht-kollagene 
Protein Osteokalzin legten. Zusätzlich zu diesen Matrixbestandteilen betrachteten wir 
die Konzentration an Alkalischer Phosphatase. Veränderungen der Aktivität dieser 
knochentypischen Isoform des Enzyms bei Kontakt mit einem Biomaterial werden als 
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Marker im Bereich des Knochenmetabolismus bei In-vitro-Testungen diskutiert (Bianco 
et al., 1989; Jones et al., 1988; Kubo, 1993). Ferner dient es als Syntheseprodukt von 
Osteoblasten, zur Kontrolle ihrer Aktivität. Nicht zuletzt rechtfertigt die Lokalisation 
von Alkalischer Phosphatase an chondrozytären Plasmamembranen und an frühesten 
mineralischen Ablagerungen ihre Funktion als Marker potentieller Knochenneubildung 
(de Bernard et al., 1986). 
Um Aufschluß über etwaige, materialabhängige Änderungen im Differenzierungs-
verhalten der Zellen (T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, Granulozyten) sowie neben 
qualitativen auch quantitative Resultate zu gewinnen, finden histochemische und 
immunfluoreszendierende Färbungen mit monoklonalen Antikörpern, Blot-Analysen 
sowie die Durchflußzytometrie mit Hilfe eines FACS-(fluorescence activating cell 
sorter) Gerätes Eingang in die Untersuchung. 
Schließlich soll die Etablierung einer Langzeitkultur über weitere morphologische 
Veränderungen und über evtl. Mineralisierungsvorgänge in Abhängigkeit vom Material 
Aufschluß geben. 
Darüber hinaus wird das vorhandene Repertoire an bereits in Tierexperimenten, 
klinischen Anwendungen oder zellkulturellen Versuchen getesteten Biomaterialien der 
Arbeitsgruppe Experimentelle Orthopädie um solche erweitert werden, die bisher noch 
nicht ausreichend Gegenstand entsprechender Untersuchungen waren. 
Die Auswahl der verwendeten Biomaterialien orientierte sich dabei an den von Osborn 
(1979) aufgestellten Kriterien zur Klassifizierung von Implantatmaterialien. Dabei 
wurden gemäß dieser Kriterien Werkstoffe ausgewählt, die klinisch relevant waren und 
nach bisherigen klinischen und experimentellen Erfahrungen jeweils einer 
Klassifizierungskategorie zuzuordnen sind.  
Als ein bioaktiver Werkstoff kommt eine Hydroxylapatitkeramik zur Anwendung. 
Bioaktive Implantatstoffe gelten körpereigenen Materialien als chemisch ähnlich oder 
identisch. Man hat es mit einer physiologischen Integration in den Knochen 
(Verbundosteogenese) verglichen. Ultrastrukturell ist eine bis zu 1 µm dicke, kalzium- 
und phosphathaltige, proteinreiche Verbundzone nachweisbar (de Bruijn et al., 1992). 
Desweiteren werden Probenkörper aus Reintitan Gegenstand der Untersuchung. Hierbei 
handelt es sich um bioinerte Werkstoffe, die als sehr gut biokompatibel gelten. Sie 
wurden als absolut lösungsstabil (korrosionsbeständig) beschrieben. Durch Einwachsen 
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knöchernder Strukturen in die zumeist aufgerauhte Titanoberfläche kommt es zu einem 
formschlüssigen, allerdings rein mechanischem Verbund (Semlitsch, 1984) . Verglichen 
damit wird eine neue Titanlegierung benutzt, deren Oberfläche mittels diffundierten 
Sauerstoffs verändert wurde. 
Aus der Substanzklasse der Kunststoffe benutzten wir Ulta-High Molecular-Weight 
Polyethylene (UHMWPE), das als mäßig biotolerantes Material anzusehen ist (Griss et 
al., 1993; Willert et al., 1978; Willert et al., 1990). Biotolerante Werkstoffe wurden als 
genügend resistent gegen das sie umgebende Gastgewebe erachtet. Entstehende 
Abbauprodukte wurden als unkritisch angesehen. Bei knöchernem Einbau wurden sie 
allerdings bindegewebig eingescheidet. 
Keramiken: 
Cerasiv® (Hydroxylapatitkeramik) 
Hydroxylapatitkeramiken gelten aufgrund der großen Ähnlichkeit zwischen technisch 
erzeugten und biologischen Hydroxylapatit und ihrem bis zu 70%igem Vorkommen in 
der mineralischen Komponente des Knochens (Osborn, 1985, 1987; Rahn, 1994) als  
Materialien mit sehr guter Biokompatibilität, was trotz zum Teil differierender 
Testverfahren von zahlreichen Autoren übereinstimmend festgestellt wurde (Bagambisa 
und Joos, 1990; de Bruijn et al. 1992; Harmand et al., 1986; Lange und Donath, 1989; 




Hierbei handelt es sich um ein weit verbreitetes Implantatmaterial mit hoher Festigkeit 
und sehr guter Korrosionsbeständigkeit und einer durch unterschiedliche Testverfahren 
(Davies et al., 1990; Golgring et al., 1990; Howlett et al., 1994; Kawahara und 
Nakamura, 1968; Koekoenen et al., 1992; Kotoura et al., 1985; Lowenberg et al., 1991; 
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Titanlegierung 
Ti6Al7Nb-ODH (Oxygen Diffusion Hardening ) 
Bei dieser Titanlegierung, die seit 1984 als Implantatmaterial Verwendung findet, 
handelt es sich um eine Weiterentwicklung der bis dahin gebräuchlichen Vanadium-
Titanlegierung, welche aufgrund toxischer Wirkungen von im Körper freigesetztem 
Vanadium Anlaβ zur Diskussion gab (Laing, 1979). Es ist ein sehr körperverträgliches 
und obendrein korrosionsbeständigeres Material als Reintitan (Semlitsch et al., 1991, 
1995). Durch seine ODH-Oberflächenhärtung, bei der Sauerstoff bis zu einer Tiefe von 
30 mm (Heisig, 1994 ) in die Titanoberfläche diffundiert, wird eine besonders starke 
Kratz- und Verschleißbeständigkeit der Prothese erreicht und damit ein Vorteil in 
Hinblick auf ihre tribologische Eigenschaft verzeichnet (Streicher et al., 1991). 
Kunststoffe: 
Polyäthylen 
Erstes, erfolgreich zu implantierendes Polyäthylen entstand zu Beginn der sechziger 
Jahre in Form von "ultra high molecular weight polyethylene", nachdem bereits in den 
späten dreiβiger und fünfziger Jahren Polyäthylenprodukte auf Grund hoher 
Materialbrüchigkeit ihrer Anwendung im klinischen Bereich nicht standgehalten haben. 
Durch die erste erfolgreiche Anwendung von Charnley (Charnley, 1960) fand es seine 
Verbreitung als Pfannenmaterial für Arthroplastiken. Es ist als ein biotolerantes 
Biomaterial aufzufassen (Harms und Mäusle, 1980), wobei jedoch in jüngster Zeit unter 
dem Begriff der "polyethylen-disease" starke Fremdkörperreaktionen durch 
mechanische Abriebpartikel diskutiert werden (Griss et al., 1993; Jasty et al., 1994; 
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2.  Material und Methoden  
Verwendete Labormaterialien 
Aceton (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Acridin-Orange (Aldrich-Chemie) 
Alcianblau (Chroma) 
Anti mouse IgG biotin conjugate antibody (Boehringer Mannheim, Mannheim, 
Germany) 
Anti rabbit IgG-biotin F(ab’2) fragment (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)  
Auflichtmikroskop Leitz Aristomet und Orthomate (Ernst Leitz, Wetzlar, Germany) 
Becherglas Schott-Duran (Germany) 
Begasungsbrutschrank B-5060 (Heraeus, Frankfurt, Germany) 
Bovines Serumalbumin (BSA) (Serva-Feinbiochemica GmbH &Co., Heidelberg, 
Germany) 
Brillant Crocein Säurefuchsin (Chroma) 
5-Bromo-4 Chloro-Indolylphosphat (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
Cacodylat Puffer (Serva-Feinbiochemica GmbH &Co., Heidelberg, Germany) 
CD2-monoklonaler T-Lymphozyten Antikörper, BMA 0111 (Behring, Marburg, 
Germany) 
CD14-monoklonaler Monozyten Antikörper, BMA 0211 (Behring, Marburg, Germany) 
CD15-monoklonaler Granulozyten Antikörper, BMA 0200 (Behring, Marburg, 
Germany) 
CD19-monoklonaler B-Lymphozyten Antikörper, BMA 0130 (Behring, Marburg, 
Germany) 
Cellulosenitrat Nukleinsäure und Protein Transfermedium BA 85; 0,45 µm (Schleicher 
& Schuell, Dassel, Germany) 
Certomycin (Essex Pharma, München, Germany) 
4-Chloro-1-naphtol (Serva-Feinbiochemica GmbH &Co., Heidelberg, Germany) 
Critical-Point-Kammer (Balzers Union, Balzers, FL) 
Durchlichtmikroskop Olympus MTV-3 (Olympus, Japan) 
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Eisenhämatoxylin nach Weigert (Chroma) 
Essigsäure (Riedel de Haen) 
Ethanol (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Excel 5.0 (Microsoft Corporation, USA) 
Extravidin AP konjugiert (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
Extravidin FITC konjugiert (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
FACSTar Plus Cell-Sorter (Becton Dickinson, USA) 
FACSTar Plus Software (Becton Dickinson, USA) 
Fetales Kälberserum (FKS) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) 
Ficoll Separating Solution; Density 1.077 (Biochrom KG, Berlin, Germany) 
Film Ilford-FP4 Plus-125 (Ilford, Cheshire, UK) 
Filteraufsatz Nunc (Nunc, Roskilde, Denmark) 
Gelatine 1% (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
Gibco Iscove’s Mod. Dulbecco’s Medium (Life Technologies, Paisley, Scotland, UK) 
Glaspipetten; 230 mm (Mainz, Germany)  
Glaszylinder (Scherf, Germany) 
Glutaraldehyd (Serva, Heidelberg, Germany) 
Glutaraldehyd 25%  (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
GM CSF (Behring Werke, Marburg, Germany) 
H2O2 30% (E. Merck, Darmstadt, Germany)  
HCl (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Histopaque Separating Solution; Density 1.119 (Sigma Diagnostics, St. Louis, USA)   
Hydrocortison (ICN Biomedical GmbH, Meckenheim, Germany) 
Interleukin III (Behring Werke, Marburg, Germany)  
Kamera Pentax K1000 (Asahi Pentax, Japan) 
Kulturflasche (Greiner, Frickenhausen, Germany) 
L-Glutamin 200 mmol. (ICN Biomedical GmbH, Meckenheim, Germany) 
6-Lochplatten (Greiner, Frickenhausen, Germany) 
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Mab to osteocalcin human antibody (Biodesign) 
Magermilchpulver (E. Merck, Darmstadt, Germany)  
Magnesiumchlorid Hexahydrat (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Magnetrührer Heidolph MR 2002 (Heidolph, Germany)  
Mouse monoclonal anti-bovine osteocalcin, (Pierce, Rockford, USA) 
NaCl (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
NaHCO3 5% (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Naphtol-As-Bi-Phosphat (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
Neu-Fuchsin (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
Neubauer-Zählkammer (Schreck, Hofheim, Germany) 
Nitro-Blue Tetrazolium (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
N,N-Dimethylformamid (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Optimas 2.0 (Optimas Corporation, München, Germany) 
Osmiumsäure (Serva-Feinbiochemica GmbH &Co., Heidelberg, Germany) 
Osmomat 030 Cryoscopic Osmometer (Gonotec) 
Papierfilter (Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) 
Pasteur-Pipetten, Glas 
Petrischalen (Greiner, Frickenhausen, Germany)  
Pferdeserum (HS) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) 
Phosphate buffer saline (PBS) (Seromed-Biochrom KG, Berlin, Germany) 
Phosphorwolframsäure (E. Merck, Darmstadt, Germany) 
Pipetten; 5, 10, 20 ml (Greiner, Frickenhausen, Germany) 
Pipettenspitzen (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Germany) 
Pipetus (Hirschmann Laborgeräte, Germany) 
Probencups (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Germany)  
Rabbit-anti human collagen type I (Chemicon internat. inc., Temecula, USA) 
RBT-Collagen III (Chemicon internat. inc., Temecula, USA) 
REM-ISI-SX-30 (Leitz-ISI GmbH, Wetzlar, Germany) 
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Saffron du Gatinais (Chroma) 
Schüttler KS-10 Swip (Edmund Bühler, Germany) 
Sigma Trizma®-Base (Sigma-Chemical, St. Louis, USA) 
Sputter-Coater S150 (Edwards-Hochvakuum, Frankfurt, Germany)  
Steril laminar flow bench (Gelaire-BSB-4, USA) 
Streptavidin POD konjugiert (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) 
Videokamera DXC-930 P (Sony, Japan) 
Waage Mettler P 1200 (Mettler, Germany) 
Wasseraufbereitungsanlage (Millipore, Eschborn, Germany) 
Zentifugenröhrchen; 50 ml (Greiner, Frickenhausen, Germany)  
Zentrifuge Sepatech Labofuge Gl (Heraeus, Frankfurt, Germany) 
Zentrifuge (Beckmann-J2-21M/E Centrifuge-Glenrothes, Scotland, UK) 




Es fanden Keramiken, Metalle und Kunststoffe in Form von industriell gefertigten, 
scheibenförmigen Probenkörpern Eingang in die Untersuchungen. 
Vor ihrer in-vitro-Anwendung wurden die nachstehenden Materialien in 
Zusammenarbeit mit der RWTH Aachen im Gemeinschaftslabor für 
Elektronenmikroskopie Dr. Burchard mittels energiedispersiver Röntgenanalyse (REM-
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   Abb. 1: REM-EDX einer Reintitan-Oberfläche. 





Cerasiv® (Fa. Cerasiv, Plochingen, Germany). 
Hierbei handelt es sich um einen, bei 134 °C für 15 Minuten autoklavierten, 2 mm 
dicken Prüfkörper einer hochkristallinen, porösen Hydroxylapatit-Sinterkeramik mit 
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Abb. 2: Hydroxylapatit-Keramik (Prüfkörper) 
 
Metalle: 
Jeweils 3 mm in der Dicke und 27 mm im Durchmesser betragende 
Prüfmaterialien wurden benutzt. 
1.  Reintitan (Fa. Zimmer ltd., Warsaw, USA)  
 Chemische Zusammensetzung in Gewichtsprozent (Maximalangaben): N: 
0,03; C: 0,1; H: 0,015; Fe: 0,2; O: 0,18; Ti: Rest 
2.  Ti6Al7Nb-ODH Tribosul®-100 (Fa. Sulzer Medizinaltechnik, Winterthur, Switzer-
land) 
 Eine sauerstoffgehärtete (Oxygen Diffusion Hardened) Titan-Aluminium-Niob-
Legierung. Chemische Zusammensetzung in Gewichtsprozent: Al: 5,5-6,5; Nb: 6,5-
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Kunststoffe: 
Aus der Gruppe der Polymere stammte diese hochmolekulare Polyäthylen-
Probenscheibe mit gleichen Abmessungen wie die der Metallprüfkörper. 
UHWMPE-Ultra-High-Weight-Molecular-Polyethylene (Fa. Zimmer ltd., Warsaw, 
USA)  





Abb. 5: Polyäthylen (Prüfkörper) 
2.1  Rasterelektronenmikroskopie der Werkstoffe 
Vor der eigentlichen Analyse der Versuchsreihen wurden unbewachsene Biomaterialien 
elektronenmikroskopisch in Hinblick Ihrer Oberflächenstruktur untersucht. Die 
Oberflächen wurden von und nicht bearbeitet und fanden in der Zellkultur ihre 
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Abb.6: Oberfläche eines unbewachsenen Reintitan Prüfkörpers in der Rasterelektronenmikroskopie. 
(Vergrößerung x 1000) 
2.2 Energiedispersive Röntgenanalyse (REM-EDX) 
Die zu untersuchenden Werkstoffe wurden an der RWTH Aachen, im Gemeinschafts-
labor für Elektronenmikroskopie (Herr Dr. Burchard) mit REM-EDX hinsichtlich ihrer 
vom Hersteller angegebenen Elementarzusammensetzung validiert (vgl. Abb. 1). 
2.3 Das Nährmedium für die humane Knochenmarkszellkultur  
Für 500 ml Nährmedium wurden zunächst folgende Substanzen in einen Meßzylinder 
gefüllt und unter Rühren durchmischt:  
Iscoves modifiziertes Dulbecco Medium: 8,85 g 
L-Glutamin: 5 ml 
Certomycin: 500 µl 
NaHCO3 5%: 30 ml  
Der Inhalt des Meßzylinders wurde auf 370 ml mit Milli Q Reinstwasser aufgefüllt und 
zur weiteren Verarbeitung unter die Sterilbench gegeben. Dort erfolgte eine Filtrierung 
in eine sterile Glasflasche und die Zugabe folgender Substanzen: 
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Fetales Kälberserum (FKS): 65 ml 
Pferdeserum (HS): 65 ml 
Hydrocortison: 500 µl  
Die durchschnittliche Osmolarität des Mediums betrug 0,336 osm/l.   
2.4 Die humane Knochenmarkszellkultur 
Zu Beginn wurde ein Gradientengemisch aus 54 ml Ficoll und 26 ml Histopaque erstellt 
und insgesamt wurden 20 Zentrifugenröhrchen zu 15 ml mit jeweils 4 ml diesen 
Gemisches befüllt. 
Das der Zellkultur zugrunde liegende humane Knochenmark wurde nach vorherigem 
Ausschluß entzündlicher, rheumatischer oder sonstiger pathologischer Prozesse Pati-
enten im Rahmen von Hüftgelenksersatzoperationen nach Durchführung der Femur-
osteotomie entnommen. Hierzu erfolgte eine sterile Entnahme eines ca. 0,7 x 1 x 2 cm 
großen spongiösen, markhaltigen Knochenblocks aus der Trochanterregion. Die 
Aufarbeitung des Knochenmarks erfolgte unmittelbar nach der Entnahme unter einer 
laminar flow Sterilbench. 
Der Knochenmarkblock wurde in eine Petrischale gegeben, mit 170 ml PBS 
überschichtet und mittels einer Knochenfaßzange zerkleinert. Nach mechanischer 
Zerkleinerung wurde das Knochenmark durch ein Zellsieb (Porengröße 100µm) 
gegeben, um spongiöse von markhaltigen zellulären Bestandteilen zu trennen.  
Das vorbereitete Ficoll/Histopaque-Dichtegradientengemisch wurde vorsichtig mit je 8 
ml der gesiebten Knochenmarkzell-/PBS-Suspension überschichtet und bei 10 °C und 
2200 rpm für 20 Minuten zentrifugiert. Die dabei entstandene leukozytäre Interphase 
wurde aus jeweils fünf der 15 ml Zentrifugenröhrchen gesammelt aufgenommen und in 
ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, dieses wurde bis zur 50 ml Markierung mit 
PBS aufgefüllt und 10 Minuten bei Raumtemperatur und 2000 rpm zentrifugiert. 
Der Überstand wurde bis auf einen Rest von 5 ml abgesaugt, erneut mit PBS aufgefüllt 
und ein zweites Mal für 10 Minuten bei Raumtemperatur und 2000 rpm zentrifugiert. 
Gleiches Procedere wurde ein drittes Mal durchgeführt, diesmal wurde jedoch anstatt 
mit PBS mit Kulturmedium aufgefüllt.  
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Abb. 7: Operation einer Hüft-Totalendoprothese 
 
Abb. 8: Knochenmark nach der Entnahme 
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Abb. 9: Dichtegradient nach der Zentrifugation.  
              Man erkennt deutlich die leukozytenreiche Interphase. (Pfeil) 
 
Am Ende des dritten Zentrifugationsschrittes wurde der Überstand bis auf einen Rest 
von 10 ml dekantiert und das entstandene Pellet wurde mit den restlichen 10 ml 
vermischt und in eine Kulturflasche überführt. Die Kulturflasche wurde bis auf 30 ml 
Inhalt mit Kulturmedium aufgefüllt, mit dem Datum der Präparation versehen und zur 
zweiwöchigen Inkubation bei 37°C, 12,5% O2  und 5% CO2 in den Brutschrank 
gegeben.  
Einen Tag nach der Präparation kamen noch jeweils 10 mg Interleukin III und GMCSF  
pro ml Medium in die Kulturflasche hinzu. Alle vier Tage erfolgte ein Medienwechsel 
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unter Austausch von 15 ml frischen Mediums und Zugabe von je 10 mg Interleukin III 
und GMCSF  pro ml Medium. 
2.4.1  Aussaat von humanen Knochenmarkszellen auf die Testmaterialien  
Nach einer vierzehntägigen Kultivierung der humanen Knochenmarkszellen bei 37°C, 
12,5% O2  und 5% CO2  im Brutschrank, erfolgte die Aussaat sowohl auf den zu 
untersuchenden Biomaterialien als auch auf Deckgläschen als Kontrollmaterial. 
Hierzu wurde mittels einer Neubauer-Zählkammer eine ca. 10 Millionen Zellen 
umfassende Menge Knochenmark/Mediumzellsuspension ermittelt und diese mit Hilfe 
einer sterilen Eppendorfpipette auf die Oberflächen der Deckgläschen bzw. der 
entsprechende Biomaterialien, welche kurz vorher in 6-Lochplatten gegeben wurden, 
aufgebracht. Nach 30 Minuten, die dem Anhaften der Zellsuspension auf den 
Biomaterialoberflächen dienen sollten, erhielt jedes Loch der Platte 5 ml Medium sowie 
jeweils. Die Deckgläschen wurden in eine Petrischale gegeben und mit 2 ml Medium 
sowie jeweils 0,5 mg Interleukin III und GMCSF  pro ml Medium überschichtet. Die 
Kultivierung der Knochenmarkszellen auf den Biomaterialien erfolgte analog der oben 
beschriebenen Knochenmarkszellkultur im Brutschrank mit viertägigem 
Medienwechsel.  
2.5  Methoden zur Analyse der Zellmorphologie, des Wachstumsverhaltens und 
der Differenzierungstendenz der humanen Knochenmarkszellen nach 
Kulti-vierung 
Zur qualitativen und quantitativen Beschreibung der Zellmorphe und des Wachstums- 
und Differenzierungsverhaltens der kultivierten Knochenmarkszellen kamen teils 
histologische teils immunhistochemische Methoden, Licht- und Elektronenmikroskopie, 
Blots mit anschließender elektronischer Bildverarbeitung sowie die Technik der 
Durchflußzytometrie zur Anwendung. 
Es handelte sich dabei im einzelnen um Methoden, die nachstehend beschrieben 
werden: 
- Rasterelektronenmikroskopie 
- Zellzählung nach Hämatoxylin Färbung mit Hilfe des OPTIMAS-Systems 
- Test der Zellvitalität durch Acridin-Orange Färbung 
- Auflichtmikroskopie nach Immunfluoreszenz- bzw. Alternativfärbung 
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- Durchflußzytometrie mittels FACS (Fluorescence Analysis Cell Sorter) 
- Langzeitkultivierung von humanen Knochenmarkszellen 
- Dot-Blot 
2.5.1  Vorbereitung der Biomaterialien mit humanen Knochenmarkszellen zur 
Rasterelektronenmikroskopie 
Die für die Rasterelektronenmikroskopie vorgesehenen Biomaterialien wurden dem 
Brutschrank entnommen und nach Absaugen ihres Mediums mit einem Gemisch aus 23 
ml Cacodylat-Puffer und 2 ml 2% Glutaraldehyd in PBS  zwei Stunden bei 
Raumtemperatur fixiert. Nach jeweils dreimaligem Spülen für fünf Minuten mit PBS 
erfolgte eine Sekundärfixierung mit 1 %iger Osmiumsäure in 0,1 molarem 
Cacodylatpuffer für die Dauer von einer Stunde bei Raumtemperatur. Daran schloß sich 
die Entwässerung in aufsteigender Acetonreihe für je zehn Minuten in 50%, 75%, 90%, 
95% und 100%igem Aceton bei Raumtemperatur an. Nach Trocknung der Proben in 
einer Critical-Point Kammer erfolgte die Goldbedampfung der Materialienoberflächen 
mit Hilfe des Sputter-Coaters.  
Die so vorbereiteten Probenkörper wurden der Rasterelektronenmikroskopie zugeführt. 
2.5.2  Zellzählung nach Hämatoxylin Färbung mit Hilfe des OPTIMAS-Systems 
Zur Herstellung der Hämatoxylin-Färbelösung wurde 1,5 g Hämatoxylin in 1000 ml 
Aqua dest. gelöst und mit 0,2 g Natriumjodat (NaJO3) und 50 g reinem Kalialaun 
versetzt. Nach Zugabe von 50 g Chloralhydrat und 1 g kristalliner Zitronensäure in die 
inzwischen blauviolette Lösung wurde der Farbumschlag nach rotviolett abgewartet und 
die Lösung vor Gebrauch filtriert.  
In die so erstellte Färbelösung wurden die zu untersuchenden Probenkörper, die zuvor 
nach 14-tägiger Kulturdauer ihrem Medium entnommen und ausreichend mit Aqua dest. 
gespült worden waren, für 5 Minuten eingelegt. Daran schloß sich ein 10-minütiges 
Spülen unter fließendem Leitungswasser und die Lufttrocknung des Materials an.  
Nun folgte die Betrachtung des Präparates in Auflichtmikroskopie sowie die 
Zellzählung mittels OPTIMAS. Die gefärbten Zellen erschienen dabei in blauer Farbe. 
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2.5.3  Test der Zellvitalität durch Acridin-Orange Färbung 
Dem Kulturmedium der Probenkörper wurde in PBS gelöstes und steril filtriertes 
Acridin-Orange in einer Konzentration von 20 µM hinzugegeben und es wurde für 10 
Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach Abpipettieren der Acridin-Orange Lösung 
folgte ein 3 x 5-minütiges Spülen mit dem Medium. Innerhalb von Minuten schloß sich 
die Auswertung mit dem Fluoreszenzmikroskop in Auflichttechnik an. Dabei zeigten 
avitale Zellen keine Fluoreszenz, während hingegen vitale Zellen gelb-grün fluores-
zierten.  
2.5.4  Auflichtmikroskopie nach Immunfluoreszenz- bzw. Alternativfärbung 
Zur Minimierung der Eigenfluoreszenz der auf den Biomaterialien kultivierten 
Knochenmarkszellen wurden die Probenkörper nach dem Absaugen des sie 
umgebenden Mediums kurz mit TBS gespült und anschließend wahlweise mit 2 %igem 
Paraformaldehyd für 3 Minuten, mit Aceton für 10 Minuten oder mit einem Gemisch 
aus 0,25 %igem Glutaraldehyd und 1,5 %igem Paraformaldehyd für 3 Minuten bei 
Raumtemperatur fixiert. Es folgten anschließend sowohl eine Immunfluoreszenzfärbung 
mit einem direktmarkierten Antikörper als auch eine Alternativfärbung mit einem 
Antikörper und einem Osteokalzinmarker. 
2.5.4.1  Immunfluoreszenzfärbung 
Nach Fixierung der Präparate folgte zunächst ein 3 x 5-minütiges Spülen mit PBS. 
Anschließend wurde entsprechender 1:10 in PBS verdünnter CD-Antikörper (CD2, 
CD14, CD15, CD19) auf den Probenkörper aufgetragen und dieser bei 4 °C vor Licht 
geschützt über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurde der Probenkörper 3 x 5 
Minuten mit PBS gespült, in Glycerin-Gelatine (60% Glycerin in Aqua bidestillata) 
eingedeckelt und in Auflichttechnik mikroskopiert.  
2.5.4.2  Färbung mit einem Neu-Fuchsin Antikörper 
Ansatz für 1 Liter Tris Puffer Solution (TBS): 10g NaCl und 0,605g Sigma Trizma® 
Base in 1l Aqua bidestillata (pH = 7,6). 
Neu-Fuchsin-Färbelösung: 0,05 M Tris-Puffer (pH = 8,7), 5% Neu-Fuchsin in 2 M HCl 
gelöst, 4% NaNO2 in Tris-Puffer (N,N-Dimethylformamid), 5 mg Naphtol-As-Bi-
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Phosphat in 60 µl (100%ig) DMF. Die Lösung muß unmittelbar vor der Färbung 
angesetzt und filtriert werden. 
Nach der Fixierung erfolgte:  
- Inkubation mit dem 1. Antikörper (CD2, CD14, CD15, CD19) 1:150 verdünnt in 
TBS und 1% BSA über 24 h bei 4 °C;  
- 3 x 5 Minuten Spülen mit TBS; 
- Inkubation des 2. Antikörpers (Anti-mouse IgG-Biotin konjugiert) 1:150 verdünnt in 
TBS und 1% BSA und 4% HSP über 30 Min. bei Raumtemperatur (RT); 
- Spülen mit TBS für 3 x 5 Minuten; 
- Inkubation des 3. Antikörpers (Extravidin Alkalische Phosphatase konjugiert) 1:150 
verdünnt in TBS und 1% BSA über 30 Min. bei RT;  
- Spülen mit TBS (3 x 5 Min.); 
-  Sichtbarmachen mit Neu-Fuchsin Färbelösung;  
-  Abstoppen der Färbereaktion über 10 Min. mit Leitungswasser; 
- Entwässern für jeweils 10 Min. in aufsteigender Alkoholreihe (80%, 90%, 95%, 
100%); 
- Trocknen der bearbeiteten Präparate an der Luft; 
-   Auflichtmikroskopie der zuvor in Depex eingedeckelten Präparate. 
2.5.4.3  Färbung mit einem OCG-4 Antikörper als Osteokalzinmarker 
Hierzu wurden dreiwöchig kultivierte Zellen direkt und nach 48-stündiger Inkubation 
mit Vitamin D3 nach Fixierung in 2 %igem Paraformaldehyd für 3 Minuten bei 
Raumtemperatur wie folgt bearbeitet: 
- 3 x 5 Min.Spülen mit PBS; 
- Inkubation des 1. Antikörpers 1:50 verdünnt in PBS für 24 h bei RT; 
- 3 x 5 Min. Spülen mit PBS; 
- Inkubation des 2. Antikörpers (Anti-mouse IgG-biotin konjugiert) 1:100 verdünnt in 
PBS für 1 h bei RT; 
- 3 x 5 Min.Spülen mit PBS; 
- Inkubation des 3. Antikörpers (Extravidin FITC- konjugiert) 1:50 in PBS für 1 h bei 
RT; 
- 3 x 5 Min.Spülen mit PBS; 
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- Mikroskopieren der Präparate in Auflichttechnik nach Eindeckeln in Glycerin-
Gelatine. 
2.5.5  Vorbereitung der Probenkörper für die FACS-Analyse 
Die für die Auswertung mit Hilfe eines FACS-Gerätes vorgesehenen zellbewachsenen 
Testkörper wurden am Tage der Analyse aus dem Brutschrank genommen, mit PBS 
versetzt und zunächst für 30-60 Minuten auf Eis gelegt, um ein Ablösen der den 
Biomaterialien anhaftenden Zellen zu forcieren. 
Anschließend erfolgte ein manuelles Zellablösen, indem mit einer Pasteurpipette und 
einem Pileusball unter mehrmaligem Ansaugen und Ausspritzen die anhaftenden Zellen 
von der Testkörperoberfläche gelöst wurden. 
Die so entstandene Zell/Medium-Suspension wurde in ein Zentrifugenröhrchen 
aufgenommen, mit PBS und 2% BSA mit Ca und Mg aufgefüllt und für fünf Minuten 
bei 1800 U/min und 5 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und das 
Procedere ein weiteres Mal durchgeführt. Daran anschließend erfolgte die Inkubation 
für eine Stunde mit dem für die jeweilige Untersuchung vorgesehenen FITC-
konjugierten CD-Antikörper sowie eine weitere Zentrifugation (180 U/min, 5 Min., 5 
°C). 
Proben, bei denen eine Vitalitätsprüfung vorgesehen war, wurden zusätzlich mit 50 µl 
Propidiumjodid versehen.  
2.5.6  Auswertung mit dem FACS-Gerät 
Im Anschluß wurden die Zellproben mit Hilfe des FACS-Gerätes analysiert. Hierzu 
ermittelte das Gerät zunächst von jeder Probe eine Menge, die durchschnittlich 10.000 
Zellen enthielt. 
Das Funktionsprinzip des Cell-Sorters zeichnete sich dadurch aus, daß die zu 
untersuchende Zellprobe mittels Druckluft in vertikaler Richtung gesteuert wurde und 
von einem horizontal eingerichteten Laserstrahl erfaßt und nach Größe, Vitalität, 
Granulierung, Anzahl und Färbung unterschieden werden konnte. Die vom Laserstrahl 
ausgelenkten und von sechs optischen Detektoren registrierten Signale wurden an ein 
angeschlossenes Computersystem weitergeleitet, mit entsprechender FACS-Software 
verarbeitet und in Form von Zytogrammen und Histogrammen graphisch dargestellt. 
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2.5.7  Langzeitkultivierung von humanen Knochenmarkszellen 
Es erfolgte eine Präparation und Aussaat von humanen Knochenmarkszellen in zuvor 
beschriebener Technik sowohl auf Probenkörpern als auch auf mit 0,2%iger Gelatine 
beschichteten Deckgläschen mit entsprechender Kultivierung in 6-Lochplatten bzw. 
Petrischalen unter Zugabe von Medium und Wachstumsfaktoren in äquivalenten 
Konzentrationen. 
Das beim dreitägigen Austausch gewonnene Medium wurde unter Raumtemperatur bei 
2000 rpm 10 Minuten zentrifugiert, der entstandene Überstand dekantiert und für die 
spätere Dot-Blot Analyse bei -20 °C eingefroren. An der Langzeitkultur kamen 
folgende Versuche zur Anwendung: 
- Antikörperfärbungen gegen CD-14 positive Zellen; 
- Nachweis von Alkalischer Phosphatase direkt bzw. nach Stimulation mit Vitamin 
D3; 
- Antikörperfärbungen zur Detektion von Osteokalzin-positiven Zellen; 
- Modifizierte von Kossa-Versilberung zum Nachweis mineralisierter Gewebeanteile; 
- Modifizierte Movat Pentachrom-Färbung zur Darstellung chondraler Ossifikations-
stadien. 
2.5.7.1  Antikörperfärbungen gegen CD-14 positive Zellen 
Hierbei fand die bereits erläuterte Antikörperfärbung mittels Neu-Fuchsin erneute 
Anwendung. 
2.5.7.2  Nachweis von Alkalischer Phosphatase ohne bzw. nach Stimulation mit 
Vitamin D3 
Es wurden Knochenmarkszellen direkt bzw. nach 48-stündiger Inkubation mit Vitamin 
D3 wie folgt behandelt: 
- Fixation mit 2 %igem Paraformaldehyd für 3 Min. bei RT; 
- 3 x 5 Min. Spülen mit TBS; 
- Inkubation mit Neu-Fuchsin Färbelösung; 
- 3 x 5 Min. Spülen mit TBS; 
- Auflichtmikroskopie der Präparate. 
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2.5.7.3  Antikörperfärbungen zur Detektion von Osteokalzin-positiven Zellen 
Auch in diesem Fall kam die bereits erwähnte Färbung mit einem OCG-4 Antikörper als 
Osteokalzinmarker ein weiteres Mal zum Einsatz. 
2.5.7.4  Modifizierte von Kossa-Versilberung zum Nachweis mineralisierter Gewe-
beanteile 
- Fixation in Methylalkohol (100%); 
- 1 Min. Spülen in Aqua dest.; 
- Einbringen in eine 5 %ige Silbernitratlösung für 45 Min. bei RT unter Ausschluß des 
Lichtes; 
- 3 x 3 Min. Spülen in Aqua dest.; 
- Reduktion in Natriumkarbonat-Formaldehydlösung für 2 Min. bei RT; 
- Fixation in 5 %igem Natriumthiosulfat für die Dauer von 5 Min.; 
- 10 Min. Spülen unter Leitungswasser; 
- Entwässern für jeweils 10 Min. in aufsteigender Alkoholreihe (80%, 90%, 95%, 
100%); 
-    Eindeckeln nach erfolgter Lufttrocknung der Präparate. 
2.5.7.5  Modifizierte Movat Pentachrom-Färbung zur Darstellung chondraler 
Ossifikationsstadien 
- Fixation in 100 %igem Methylalkohol (5 Min., 20 °C); 
- 3 x 5 Min. Spülen mit TBS; 
- Färben mit Alcianblau (10 Min., RT); 
- Spülen mit Leitungswasser (5 Min., RT); 
- Stabilisieren in alkalischem Äthylalkohol (60 Min., RT); 
- Spülen unter fließendem Leitungswasser (10 Min., RT); 
- Eintauchen in Aqua bidestillata; 
- Kernfärbung in Weigerts Eisenhämatoxylin (10 Min., RT); 
- Spülen mit Aqua bidestillata; 
- Wässern in Leitungswasser (15 Min., RT); 
- Färben mit Brilliant Crocein-Säurefuchsin (13 Min., RT); 
- Spülung mit 0,5% Essigsäure; 
- Differenzieren mit 5% Phosphorwolframsäure (20 Min., RT); 
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- Spülen in 0,5% Essigsäure (2 Min., RT, Schüttler); 
- Entwässern in 100% Äthylalkohol (3x5 Min., RT); 
- Färben in Saffron du Gatinais (60 Min., RT); 
- Spülen und Entwässern in 100% Äthylalkohol (3x5 Min., RT); 
- Eindeckeln nach erfolgter Lufttrocknung der Präparate. 
2.6 Nachweis von Bestandteilen der Extrazellulären Matrix mittels Dot-Blot 
Verfahren 
Es wurden drei verschiedene Probenkörper aus den Substanzklassen der Metalle, 
Kunstoffe und Keramiken über sechs Monate nach oben beschriebener Methode 
kultiviert und das bei den drei- bis viertägigen Medienwechseln anfallende Medium zur 
späteren Dot-Blot-Analyse gesammelt. 
Für die Substanzklasse der Metalle kam ein Reintitan- sowie ein Ti6Al7Nb-ODH 
Probenkörper, für die der Kunststoffe und Keramiken sowohl ein Polyäthylen- als auch 
ein Hydroxylapatitkeramik-Prüfkörper zur Anwendung. 
Unter Verwendung von Antikörpern wurde mit Hilfe der nachstehend beschriebenen 
Dot-Blot Methode das Vorhandensein von Alkalischer Phosphatase, Kollagen I und III 
sowie Osteokalzin überprüft.  
Hierzu wurde zunächst das zu untersuchende Medium schonend aufgetaut und 
anschließend im Verhältnis 1:10, 1:100 und 1:1000 mit Tris buffer saline (TBS) 
verdünnt. Der Puffer bestand aus 10 g NaCl und 0,605 g Tris und besaß einen pH-Wert 
von 7,6. 
Die Dot-Blot Apparatur bestand aus drei übereinander verschraubbaren Glasplatten mit 
einer in der Mitte der Platten befindlichen Celluloseacetatfolie, die durch zwei 
Gummiplatten von den Glasplatten getrennt wurde. Diese Apparatur verfügte über 96 
Probenkammern zur Aufnahme des Mediums, das mittels einer angeschlossenen 
Wasserstrahlpumpe auf die Celluloseacetatfolie aufgebracht wurde.  
Zunächst wurden je 400 µl Medium unverdünnt und in den oben beschriebenen 
Konzentrationen aufgebracht und mit 400 µl TBS nachgespült. Anschließend wurde die 
Celluloseacetatfolie der Dot-Blot Apparatur entnommen und in einer Plastikschale auf 
einem Schüttler für zehn Minuten mit TBS gespült. Diese Schritte waren für alle Dot-
Blot Untersuchungen gleich.  
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Abb. 10:  Dot-Blot Analyse von Kollagen III im Überstand von humanen Knochenmarkzellkulturen 
nach zweiwöchiger Kultur auf HA, Ti, PS und Glas. Man sieht deutlich die starke Kollagen 
III-Sekretion im Fall von HA und Ti.  
 
Nachweis von Alkalischer Phosphatase 
Nach zehnminütigem Spülen in TBS unter schnellem Schütteln erfolgte ein 
zwanzigminütiges Spülen unter langsamem Schütteln in TBS und einprozentiger 
Gelatine, woran sich ein 3 x 5 Minuten langes TBS-Spülen anschloß. Danach wurde 
zehn Minuten lang mit NBT/BCIP-Färbelösung unter langsamem Schütteln gefärbt, die 
Färbereaktion durch 2 x einminütiges Spülen mit Wasser gestoppt und anschließend die 
gefärbte Celluloseacetatfolie zwischen Filterpapier getrocknet.  
Die NBT/BCIP-Färbelösung wurde kurz vor der Färbung auf folgende Weise angesetzt. 
Zunächst wurde 75 mg Nitro-Blue Tetrazolium  (NBT) in 1ml 70 %igem 
Dimethylformamid sowie 50 mg 5-Bromo-4 chloro-indolylphosphat (BCIP) in 1ml 100 
%igem Dimethylformamid gelöst. Dann folgte der colour-buffer, der aus 100 mM Tris, 
100 mM NaCl und 5mM MgCl2 besteht. Die eigentliche Färbelösung bestand aus 200µl 
NBT und 150 µl BCIP gelöst in 50 ml colour-buffer. 
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Nachweis von Kollagen I 
Nachdem mit TBS und anschließend für zwanzig Minuten mit einer Lösung aus 50 ml 
TBS, 1 g Milchpulver und 0,05 g SDS (Sodium Docecylsulfat) gespült wurde, erfolgte 
eine Inkubation unter langsamem Schütteln über Nacht mit Milchpulverlösung (wie 
oben beschrieben) und 20 µl Rabbit-anti human collagen type 1 Antikörper. 
Im Anschluß an die nächtliche Inkubation und das anschließende Spülen mit TBS 3 x 5 
Minuten lang, wurde die Celluloseacetatfolie für zwei Stunden  in die 
Milchpulverlösung zusammen mit 20 µl anti rabbit IgG-biotin F(ab’2) fragment 
gegeben. Nach weiterem Spülen mit TBS (3 x 5 Minuten) erfolgte die dritte Inkubation 
mit 20 µl Streptavidin POD konjugiertem Antikörper in Milchpulverlösung, ebenfalls 
zwei Stunden lang. Während dieser Zeit wurde die Lösung für die anschließende 
Chloronaphtolfärbung vorbereitet. Zunächst entstand die Stocklösung aus 30 mg in 2 ml 
Ethanol gelöst und in 95 ml 0,05 M Tris Puffer (pH=7,6) aufgenommenem 4-Chloro-1-
naphtol, von der 10 ml kurz vor dem Färben mit 10 µl 30 %igem H2O2 zur eigentlichen 
Färbelösung vermischt und anschließend filtriert wurden.  
Am Ende der dritten Inkubation erfolgte eine letzte 3 x 5-minütige TBS-Spülung und es 
schloß sich die Chloronaphtolfärbung an, die zehn Minuten dauerte. Am Ende folgten 
eine Stoppreaktion mit Leitungswasser (2 x 1 Minute) und die Trocknung der Folie 
zwischen Filterpapier. 
Nachweis von Kollagen III: 
Das Procedere zum Nachweis von Kollagen III war mit dem Vorgehen zum Nachweis 
von Kollagen I identisch; es wurde jedoch mit einem anderen Erstantikörper über Nacht 
inkubiert. Dabei handelte es sich um RBT-collagen III. 
Nachweis von Osteokalzin: 
Nach 10-minütigem TBS-Spülen wurde anschließend für 20 Minuten mit 0,1 %iger 
Gelatine in TBS und danach für 3 x 5 Minuten mit TBS gespült. Es folgte eine 
Inkubation über Nacht mit 0,5 g BSA und 20 µl Mab to Osteocalcin human Antikörper 
in 50 ml TBS. Am nächsten Tag wurde nach dem obligaten TBS-Spülen für zwei 
Stunden mit 20 µl anti mouse IgG biotin conjugate Antikörper und 0,5 g BSA in 50 ml 
TBS inkubiert. Nach dem Spülen erfolgte die dritte Inkubation für zwei Stunden mit 20 
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µl Streptavidin POD konjugiert in dem bereits beschriebenen BSA/TBS-Gemisch. Es 
folgten TBS-Spülen, Chloronaphtolfärbung, Stoppreaktion mit Leitungswasser und 
Trocknen zwischen Filterpapier, wie zuvor eingehend beschrieben. 
Auswertung der Dot-Blots: 
Die unterschiedlichen Färbungsgrade der Dot-Blots wurden mittels einer 
Farbvideokamera und einem Bildverarbeitungsprogramm erfaßt und mit Hilfe von 
Helligkeitswerten im Bereich von 0 (entspricht der Farbe Schwarz) bis 250 (entspricht 
der Farbe Weiß) unter Anwendung eines Tabellenkalkulationsprogramms auf einem 
Personal Computer verarbeitet. Die unterschiedlichen Färbungsgrade erlaubten dabei 
Rückschlüsse auf die Menge der gebundenen Antikörper. Es erfolgte eine graphische 
Darstellung der Ergebnisse.  
 
Graphische Darstellung der Dot-Blot Analyse: 
Die erstellten Liniendiagramme weisen für die oben beschriebenen Verdünnungsgrade 
vier verschiedene Graphen auf. Die Ordinate beinhaltet die Intensität der gemessenen 
Helligkeitswerte, die in abnehmender Größe zunehmende Färbung und damit vermehrte 
Antikörperbindung bedeutet. Auf der Abszisse befinden sich die Werte für die Dauer 
der Zellkultur vom ersten bis zum 64. Kulturtag. 
Statistik: 
Die Messungen der Proben bezüglich Zellzahlen und Zelldifferenzierungen zeigten eine 
Normalverteilung (Kolmogrov-Smirnov). Eine Varianzanalyse wurde durchgeführt, um 
die Signifikanz der Ergebnisse der verschiedenen Biomaterialien zu evaluieren. Dazu 
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3.  Ergebnisse 
Die unter Material und Methode beschriebene Knochenmarkszellkultur unterlag im 
Rahmen der erforderlichen Kulturversorgung einer ständigen Überwachung hinsichtlich 
ihrer lichtmikroskopischen Zellmorphe, ihrer Zellvitalität sowie etwaiger Verunreini-
gungen wie z.B. bakteriellen Ursprungs. 
Mit zunehmender Kulturdauer zeigte sich ein sich verdichtender, einschichtiger 
Zellrasen (Monolayer) auf den Kontrolldeckgläschen, der ab dem vierten Kulturtag 
morphologische Veränderungen der bei der Aussaat noch kreisrunden Zellen in 
Richtung ovaler bis länglicher Zellkörper sowie teilweise auch Clusterbildung aufwies. 
In Anlehnung an die Ergebnisse von Kalla (Kalla et. al., 1991) und Wilke (Wilke et al., 
1992) konnte in Pappenheim-Färbungen der Kontrollkulturen eine der 
physiologischerweise im menschlichen Knochenmark vorhandene Zusammensetzung 
der weißen Zellreihe nachgewiesen werden (Abb. 12). 
 
 
Abb. 11: Dichter Zellbewuchs in der Kulturflasche kurz vor der Zellentnahme. 
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Abb.12: Zellausstrich nach 14 Tagen Kulturdauer, Pappenheim-Färbung, Durchlichttechnik. Es lassen 
sich verschiedene Zellen des Blutes differenzieren: Lymphozyten (LY), Normoblasten (NO), 
Stabkernige Granulozyten (SG), Proerythroblast (PB), Promyelozyten (PM) und 
Metamyelozyten (MM), Vergrößerung ca. 950-fach.  
 
3.1  Zellzählung nach Hämatoxylin Färbung mit Hilfe des OPTIMAS-Systems 
Die mit Hilfe des Optimas-Systems ermittelten Werte für Gesamtzellzahlen 
(Mittelwerte aus 10 Experimenten) nach Hämatoxylinfärbung zeigten die 
durchschnittlich größte Zellzahl in der Gruppe der Keramiken. An zweiter Stelle 
befanden sich die Metalle, bei denen kein signifikanter Unterschied zwischen  Reintitan 
und den Titanlegierungen zu verzeichnen war. Den Schluß bildeten die Kunststoffe, die 
die geringste Anzahl an Zellen auf den getesteten Materialoberflächen aufwiesen.  
Mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests für unverbundene Stichproben wurden signifikante 
Unterschiede zwischen den getesteten Materialien im Hinblick auf ihre Zellzahl 
statistisch nachgewiesen. Dabei zeigten sich z.T. hoch signifikante Unterschiede 
(α<0,01). Nachstehend befinden sich ein Diagramm und eine Tabelle mit den 
ermittelten Zellzahlen einschließlich ihrer Mittelwerte, Standardabweichungen und 
Varianzen sowie ein Beispiel für die Durchführung des Mann-Whitney-Test zur 
Bestimmung des Signifikanzniveaus. 
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  Abb. 13: Quantitative Analyse der den Prüfkörpern anhaftenden Zellen (Optimas-









HA-Keramik 450 52,5 2755,5 
Reintitan 280 29,05 844,4 
Ti6Al7Nb-ODH 260 24,13 582,22 
Polyäthylen 2 1,3 1,7 
           Tab.1: Durchschnittliche Zellzahl, Standardabweichung und Varianz (in 1000) der  
                       getesteten Biomaterialien. 
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Zellzahl Rangnummern 
HA-Keramik Polyäthylen HA-Keramik Polyäthylen 
380.000 2000 12 7 
510.000 3300 20 9 
420.000 5000 14 10 
370.000 900 11 2 
490.000 1900 17,5 6 
490.000 1100 17,5 3,5 
400.000 2300 13 8 
470.000 800 15,5 1 
500.000 1600 19 5 
470.000 1100 15,5 3,5 
m = 10 n = 10 ∑ R1 = 142,013 ∑ R2 = 55 
Tab. 2: Vergleich zweier Stichproben bei ordinalen Daten mittels des Wilcoxon-Tests am Beispiel der 
Biomaterialien Hydroxylapatit-Keramik und Polyäthylen (m,n: Variablen für Stichpro-




 U1 = m⋅n+0,5⋅m⋅(m+1)-R1
 U2 = m⋅n+0,5⋅m⋅(m+1)-R2 
 
 
Werte in Formel eingesetzt:  U1 = 10⋅10+0,5⋅10⋅(10+1)-142,013 = 12,987 
 U2 = 10⋅10+0,5⋅10⋅(10+1)-55 = 100 
Als Prüfgröße U gilt: U = min (U1, U2) = 12,987 
Ist U<U*, so gilt bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit α, daß die Zellzahlen voneinander 
verschieden sind. 
Kritische Werte für U* bei m, n = 10 
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Hoch signifikant signifikant mäßig signifikant schwach signifikant 
α = 0,01 α = 0,05 α = 0,10 α = 0,20 
16 23 27 32 
 
U < U* ⇒ Die Zellzahlen sind hochsignifikant voneinander verschieden. 
 
Zellzahl Rangnummern 
HA-Keramik Reintitan HA-Keramik Reintitan 
380.000 303.000 12 10 
510.000 302.000 20 9 
420.000 299.000 14 8 
370.000 297.000 11 7 
490.000 288.000 17,5 6 
490.000 284.000 17,5 5 
400.000 279.000 13 4 
470.000 277.000 15,5 3 
500.000 265.000 19 2 
470.000 238.000 15,5 1 
m = 10 n = 10 ∑ R1 = 142,013 ∑ R2 = 55 
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Zellzahl Rangnummern 
HA-Keramik Ti6Al7Nb-ODH HA-Keramik Ti6Al7Nb-ODH 
380.000 265.000 12 6 
510.000 290.000 20 9 
420.000 233.000 14 2 
370.000 248.000 11 4 
490.000 275.000 17,5 8 
490.000 268.000 17,5 7 
400.000 262.000 13 5 
470.000 297.000 15,5 10 
500.000 238.000 19 3 
470.000 224.000 15,5 1 
m = 10 n = 10 ∑ R1 = 142,013 ∑ R2 = 55 
 
















  42  
 Ergebnisse     
Zellzahl Rangnummern 
Ti6Al7Nb-ODH Reintitan Ti6Al7Nb-ODH   Reintitan 
265.000 303.000 7,5 20 
290.000 302.000 15 19 
233.000 299.000 2 18 
248.000 297.000 5 16,5 
275.000 288.000 10 14 
268.000 284.000 9 13 
262.000 279.000 6 12 
297.000 277.000 16,5 11 
238.000 265.000 3,5 7,5 
224.000 238.000 1 3,5 
m = 10 n = 10 ∑ R1 = 75,5 ∑ R2 = 134,5 
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Zellzahl Rangnummern 
Reintitan Polyäthylen Reintitan Polyäthylen 
303.000 2000 20 7 
302.000 3300 19 9 
299.000 5000 18 10 
297.000 900 17 2 
288.000 1900 16 6 
284.000 1100 15 3,5 
279.000 2300 14 8 
277.000 800 13 1 
265.000 1600 12 5 
238.000 1100 11 3,5 
m = 10 n = 10 ∑ R1 = 155 ∑ R2 = 55 
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Zellzahl Rangnummern 
Ti6Al7Nb-ODH Polyäthylen Ti6Al7Nb-ODH Polyäthylen 
265.000 2000 16 7 
290.000 3300 19 9 
233.000 5000 12 10 
248.000 900 14 2 
275.000 1900 18 6 
268.000 1100 17 3,5 
262.000 2300 15 8 
297.000 800 20 1 
238.000 1600 13 5 
224.000 1100 11 3,5 
m = 10 n = 10 ∑ R1 = 155 ∑ R2 = 55 
 
Ti6Al7Nb-ODH/Polyäthylen: α= 0,01 hoch signifikant 
3.2  Test der Zellvitalität durch Acridin-Orange Färbung 
Mit Hilfe des frei durch Biomembranen permeablen, hydrophoben Farbstoffs Acridin-
Orange wurde eine einfache grobe Bestimmung der Vitalität der den Probenkörpern 
anhaftenden Zellen durchgeführt. So zeigten sich im Falle der Hydroxylapatitkeramik 
die fluoreszendierenden Partikel deutlich in den Lysosomen der anhaftenden Zellen, 
gefolgt im Falle des Reintitans und der verwandten Titanlegierung. Sehr viel schlechter 
war dies bei dem getesteten Kunststoffkörper nachweisbar, wo sich nur vereinzelt die 
Lysosomen mit Akridin Orange anfärbten.  
Eine wesentlich genauere Methode der Analyse der Zellvitalität fand mit Hilfe der 
Durchflußzytometrie nach Zugabe von Propidiumjodid statt. 
 
3.3  Durchflußzytometrie mittels FACS (Fluorescence Analysis Cell Sorter) 
Jeweils 10  Probenkörper eines jeden Biomaterials fanden Zugang zur FACS-Analyse, 
welche 5.000 anheftende Zellen pro Probenkörper berücksichtigte. 
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Zunächst wurde die Zahl avitaler Zellen in Bezug auf die verschiedenen Materialien mit 
Hilfe von Propidiumjodid überprüft. Zellen mit einem Membrandefekt nehmen dabei 
den Farbstoff auf und signalisieren nach entsprechender Filtereinstellung im FACS 
ihren avitalen Zustand. Dabei zeichneten sich deutliche Diskrepanzen zwischen den 
einzelnen Biomaterialien ab. Ein Ergebnis, das sich bereits tendenziell bei der zuvor 
erwähnten Färbung mit Akridin-Orange abzeichnete. Die meisten vitalen Zellen fanden 
sich bei den Keramiken, während die Polymere die meisten toten Zellen aufwiesen. 
 
3.3.1   Kontrollkultur auf kultivierten Deckgläschen 
Die Kontrollkultur ohne Kontakt zu den verschiedenen Biomaterialien zeigte am Tag 
der Präparation sowie nach zweiwöchiger Kultivierung relativ ähnliche Populationen an 
CD-positiven Zellen. 
Deckgläschen Tag 0 Tag 14 
CD2 (T-Lymphozyten) 12,5% 14,3% 
CD14 (Monozyten) 24,1% 20,1% 
CD15 (Granulozyten) 25,9% 20,3% 
CD19 (B-Lymphozyten) 11,9% 10,2% 
tote Zellen 2,1% 4,8% 
 Tab. 3:  Anteil verschiedener Knochenmarkszellen vor und nach 14-tägiger Kultivierung  
auf Glasplättchen. Bei allen nachfolgenden %-Angaben handelt es sich um  
                             Mittelwerte aus 10 Versuchen.  
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  Abb. 14: Zytogramm (FACS-Gerät). Knochenmarkszellkultur auf Deckgläschen, Vitalitätskontrolle   





-  die mit Propidiumjodid (ein an DNA anlagernder Farbstoff) markierten avitalen 
Zellen stellen sich rot dar 
-  das FACS-Gerät stellt registrierte avitale Zellen in Relation zu jeweils zwei Photo-
detektoren dar und demonstriert ihre Position im jeweiligen Zytogramm 
-  FL1  Photodetektor für grüne Fluoreszenz 
-  FL2  Photodetektor für rote Fluoreszenz 
-  SSC (Side Scatter)  seitlich ausgerichteter Photodetektor 
-  FSC (Forward Scatter)  frontal ausgerichteter Photodetektor 
-  Count  gezählte Zellpopulation 
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Abb. 15:  Histogramm. Knochenmarkszellkultur auf Deckgläschen (Tag 0) nach Antikörperfärbung zur 
Detektion CD2-positiver Zellen (T-Lymphozyten). Der prozentuale Anteil der T-Lymphozyten 
betrug hier 12,61%. 
 
Legende
- das Histogramm zeigt zwei durch eine Markierung getrennte Regionen, in denen 
zwei Peaks zur Darstellung kommen 
- beide Regionen sind nach Analyse einer Kontrollprobe von Knochenmarkszellen 
ohne Antikörper festgelegt worden 
- die Einteilung in zwei Regionen ist möglich, weil sich bei der Untersuchung der 
Kontrollprobe ohne Antikörper eine meßbare Eigenfluoreszenz der unmarkierten 
Zellpopulation ergab 
- nach dem Festsetzen einer diese Eigenfluoreszenz eingrenzende Markierung 
(Gate), ist es möglich, bei nachfolgend durchgeführter Analyse der mit einem 
Antikörper inkubierten Probe eine von der Eigenfluoreszenz (Region 1) 
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 LEFT     Position der "links" eingrenzenden Markierung einer Region 
 RIGHT   Position der "rechts" eingrenzenden Markierung einer Region  
 TOTAL   gemessene Zellzahl einer Region 
 PERCENT  Prozentualer Anteil der in einer Region registrierten Zellzahl 
 bezogen auf "Gated Events" 
 %CV      Variationskoeffizient einer Region 
 MEAN     arithmetisches Mittel einer Region 
 MEDIAN  statistisch mittlerer Wert einer Region 
 MODE     statistisch höchster Wert einer Region 
 PEAK HEIGHT  Ausschlaghöhe eines Peaks in einer Region 
 Total Events  vorher festgelegte zu messende Zellzahl 
 Gated Events  tatsächlich in die Analyse einbezogene Zellpopulation 
 Total Seconds  Meßzeit 
 Average Rate  registrierte Zellzahl pro Sekunde 
 
 
Die Vorauswahl mittels "Gated Events" erfolgte anhand eines Zytogramms, das die 
Verteilung der Zellen in der zu analysierenden Probe nach Größe und Granulierung 
darstellte. 
3.3.2  Vitalität 
Die Zahl der durch die Inkubation mit Propidiumjodid gekennzeichneten toten Zellen 
betrug nach 14 Tagen Kulturdauer 8,1% bei den Keramikpräparaten. Avitale Zellen auf 
der Titanlegierung waren zu 9%, bei Reintitan zu 8,6% zu finden. Ein signifikanter 
Unterschied zeichnete sich im Vergleich des Polyäthylenpräparates mit der Keramik 
und dem Titan sowie dessen Legierung ab. Hier wurde ein Signifikanzniveau von 
α<0.01 erreicht. 
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Glas (Kontrolle) 4,8% 
 Tab. 4: Prozentualer Anteil der toten Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien nach  










Tab.5: Signifikanzniveau der toten  Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien nach 14-tägiger             
Kulturdauer. 
 
3.3.2.1  T-Lymphozyten (CD 2) 
Im Hinblick auf den Gehalt an T-Lymphozyten, die durch einen CD2-Antikörper 
markiert wurden, zeigte sich ein einheitliches Bild von durchschnittlich 11% positiv 
markierter Zellen. Im Vergleich zur Kontrollkultur waren auf den verschiedenen 
Biomaterialien nach 14 Tagen weniger CD2-positive Zellen zu finden als auf den 
Deckgläschen (α<0.05). ) 
 
  50  
 Ergebnisse     








10,8% 75,79 5325,33 14,3% 
Reintitan 10,5% 123,19 15177,11 14,3% 
Ti6Al7Nb-ODH 10,5% 108,38 11747,33 14,3% 
Polyäthylen 11,6% 159,57 25465,28 14,3% 













Tab. 7: Signifikanzniveau der CD2-positiven Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien nach 14-tägiger 
Kulturdauer. 
 
3.3.2.2  Monozyten (CD 14) 
Der prozentuale Anteil CD14-positiver Zellen betrug 20,2% auf den Keramiken, 18,6% 
auf Reintitan, 19,3% auf der Titanlegierung und 22,1% auf der Oberfläche von 
Polyäthylen. Der Gehalt an Monozyten war auf den Keramiken höher als beim Reintitan 
und der Titanlegierung wie auch auf Glas als Kontrolle (α<0.05). Auch auf dem 
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Polyäthylenprobenkörper fanden sich mehr Monozyten als in der Kontrolle und den 










20,2% 229,83 52821,95 20,1% 
Reintitan 18,6% 276,71 76572,9 20,1% 
Ti6Al7Nb-ODH 19,4% 235,12 55283,83 20,1% 
Polyäthylen 22,1% 181,25 32853,34 20,1% 












Tab. 9: Signifikanzniveau der CD14-positiven Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien nach 14-
tägiger Kulturdauer. 
 
3.3.2.3  Granulozyten (CD 15) 
Deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Biomaterialien zeigten sich jedoch bei 
den mit CD15 markierten Granulozyten, die am häufigsten auf den Oberflächen der 
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Kunststoffe und am wenigsten bei den Keramiken zu finden waren (α<0.01). Im 
Hinblick auf die Kontrollkultur zeigten sich insgesamt mehr CD15-positive Zellen auf 
den Deckgläschen als auf den Keramikoberflächen (α<0.01) und den übrigen 
Materialien. Polyäthylenproben wiesen mehr Granulozyten auf als die Hydroxyl-











10,3% 72,79 5325,33 20,3% 
Reintitan 12,2% 254,69 64869,55 20,3% 
Ti6Al7Nb-ODH 13,2% 267,46 71540,1 20,3% 
Polyäthylen 17,3% 159,44 25421,65 20,3% 












Tab. 11:  Signifikanzniveau der CD15-positiven Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien nach 14-
tägiger Kulturdauer. 
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3.3.2.4  B-Lymphozyten (CD 19) 
Ähnlich verhielt es sich beim Nachweis von B-Lymphozyten (CD19), die die größte 
Anzahl bei den Polymeren, die kleinste im Falle der Hydroxylapatitkeramiken 
aufwiesen. Im Vergleich zur Kontrollkultur zeigten sich Unterschiede bei den 
Keramiken und Polymeren ,während die Titanverbindungen ähnliche Zellzahlen 
zeigten. 
Material CD19-positive 








9,5% 102,62 10531,51 10,2% 
Reintitan 10,1% 422,46 6925,43 10,2% 
Ti6Al7Nb-ODH 10,8% 158,38 25084,71 10,2% 
Polyäthylen 15,9% 282,02 79535,43 10,2% 











Polyäthylen/Kontrolle α< 0,01 
Hydroxylapatit-Keramik/Kontrolle α=0,1 
Tab. 13: Signifikanzniveau der CD19-positiven Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien nach 14-
tägiger Kulturdauer. 
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3.3.2.5  Osteokalzin 
Nach Inkubation mit einem Antikörper gegen Osteokalzin zeigte die FACS-Analyse 
lediglich 1% positive Zellen bei den Polymeren, während die Hydroxylapatitkeramiken 
ca. 5% Osteokalzin-positive Zellen auf ihren Oberflächen aufwiesen . 





Glas (Kontrolle) 2,2% 
Tab. 14: Prozentualer Anteil der Osteokalzin-positiven Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien 










  Tab.15: Signifikanzniveau der Osteokalzin-positiven Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien 
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3.4  Rasterelektronenmikroskopie der mit Knochenmarkszellen kultivierten 
Biomaterialien 
In der durchgeführten Rasterelektronenmikroskopie zeigten sich deutliche materialbe-
dingte Unterschiede zwischen den einzelnen Probenkörpern im Hinblick auf die vor-
handene Zellzahl und die Ausbildung extrazellulärer Strukturen.  
 
3.4.1  Hydroxylapatitkeramik 
Das rasterelektronenmikroskopische Bild zeigte in diesem Fall zahlreiche, auf der 
Materialoberfläche adhärente Zellen rundlicher sowie länglicher Struktur, die sich 
überwiegend in Zellhaufen (Cluster) aber auch in vereinzelt auftretenden Formationen 
zeigten. Ferner waren vermutlich der ECM zuzurechnende fibrilläre Strukturen mit 
interzellulärem Kontakt erkennbar.  
 
Abb. 16:  REM-Aufnahme der Hydroxylapatitkeramik-Oberfläche nach zweiwöchigem Bewuchs mit 
humanen Knochenmarkszellen (400-fache Vergrößerung). Man erkennt flächenhaft ausge-
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3.4.2  Reintitan 
 Hier zeigte sich im Vergleich zu den Keramiken eine geringere Zahl an 
adhärenten Zellen. Nach wie vor waren dabei rundliche und längliche, sowohl 
vereinzelt als auch in Cluster auftretende Zellformationen sowie fibrilläre 
Strukturen zu verzeichnen. Auch fand sich ein im Vergleich zur 
Hydroxylapatitkeramik insgesamt geringradiger ausgeprägter, jedoch noch 
geschlossener, adhärenter Zellrasen. 
 
 
Abb. 17:  REM-Aufnahme der Reintitan-Oberfläche nach vierzehntägiger Kultivierung (220-fache Ver-
größerung). Es finden sich flach ausgebreitete und abgerundete Zellen mit interkonnek-
tierendem Netzwerk. 
 
3.4.3  Ti6Al7Nb-ODH (Tribosul) 
Die Titanlegierung zeigte hinsichtlich ihres rasterelektronenmikroskopischen Erschei-
nungsbildes keine wesentlichen Unterschiede gegenüber dem Reintitan-Prüfkörper. 
Sowohl bezüglich der Zahl adhärenter Zellen als auch der Morphe zeigten die Zellen 
ein geringeres Ausprägungsbild als bei dem Hydroxylapatitprobenkörper. 
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Abb. 18:  REM-Aufnahme eines Tribosul-Werkstoffes nach zweiwöchiger Kultivierung mit 
Knochenmarkszellen (400-fache Vergrößerung). Es zeigen sich ein dichter Zellrasen sowie 
Zell-zu-Zell-Kontakte und Clusterbildung . 
 
   
3.4.4  Polyäthylen 
Bei dem Kunststoffpräparat zeigten sich nur noch vereinzelt auftretende, ausschließlich 
rundliche Zellen auf der Materialoberfläche, die nicht untereinander in Kontakt standen 
und auch keine Cluster-Bildung aufwiesen. Zeichen der Bildung extrazellulärer 
fibrillärer Strukturen, waren nicht zu sehen. 
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Abb. 19:  REM-Aufnahme des Polyäthylen-Probenkörpers (76-fache Vergrößerung). Es sind nur verein-
zelte Zellen und keine extrazellulären Strukturen sichtbar. 
 
3.5  Langzeitkultivierung von humanen Knochenmarkszellen 
Um eine Möglichkeit zu erhalten, Wachstumsbestreben, Zelldifferenzierung und 
metabolisches Verhalten der kultivierten Knochenmarkszellen über den 
standardmäßigen Rahmen von 14 Tagen hinaus beurteilen zu können, wurde von den 
Probenkörpern sowie von  Kontrollgruppen auf Deckgläschen eine Langzeitkultur von 
ca. 6-monatiger Dauer angelegt. Mittels Neu-Fuchsin-Färbung wurde ständig der 
Nachweis alkalischer Phosphatase erbracht. Jedoch gestaltete sich nach 80-tägiger 
Kulturdauer die Auswertung über die lichtmikrokopische Untersuchung der von 
Knochenmarkszellen bewachsenen Proben äußerst kompliziert, da aufgrund des 
mehrschichtig wachsenden Gewebes eine exakte Strukturanalyse nicht mehr möglich 
war. Zu diesem Zeitpunkt waren die Biomaterialien selbst nicht mehr die primären 
Prüfobjekte, sondern die Medienüberstände aus den dreitägigen Medienwechseln. Die 
gesammelten Überstände wurden bei 20° C eingefroren und schließlich mit der Dot-
Blot Methode nach Anwesenheit von Alkalischer Phosphatase und Osteokalzin 
beziehungsweise von Kollagen I und III ausgetestet. In der angelegten Langzeitkultur 
auf gelatinierten Deckgläschen, die als Kontrolle unter gleichbleibenden Bedingungen 
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weiterlief, konnten nach 186-tägiger Wachstumszeit unter Einhaltung der 
standardisierten Kulturbedingungen, eindeutig kalzifizierende Strukturen mittels von 
Kossa-Versilberung und Movat-Pentachrom Färbung gezeigt werden. So zeigte sich in 
der von-Kossa Versilberung eine gelb braune Färbung entsprechender Formationen, die 
als Nachweis calcifiziertem Gewebe anzusehen ist. Nach Anwendung der modifizierten 
Movat-Pentachrom-Färbung konnten leuchtend gelbe Anteile für Kollagen und blau-
grün markierte Strukturen als Zeichen für mineralisierten Knochen gezeigt werden. 
 
Abb. 20:  Knochenmarkszellen auf Deckgläschen nach 6-monatiger Kultur mit durchgeführter von-
Kossa Versilberung. Man erkennt neben gelb-braunen auch dunkelbraun gefärbte Strukturen, 
die als kalzifiziertes Gewebe zu bewerten sind  (250-fache Vergr.). 
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Abb. 21:  Knochenmarkszellen auf Deckgläschen nach 6-monatiger Kultivierung mit durchgeführter 
Movat Pentachrom-Färbung. Es zeigen sich blau-grün markierte Strukturen als Hinweis auf 
mineralisiertes Gewebe (250-fache Vergr.). 
 
3.6  Dot-Blot 
Zur qualitativen Ermittlung etwaiger materialbedingter Unterschiede in der 
Syntheserate extrazellulärer Matrix wurden Dot-Blots mit verschiedenen Antikörpern 
benutzt. Die bereits beschriebenen Divergenzen zwischen den einzelnen 
Materialgruppen in Bezug auf Zellzahl und Proliferationsbestreben zeigten sich auch in 
der Analyse der Dot-Blots durch unterschiedlich ausgeprägte Sekretion von 
Matrixproteinen in die Medienüberstände.  
Ermittelt wurde die Konzentration der Matrixproteine Kollagen I und III, die an alkali-
scher Phosphatase sowie die des Proteins Osteokalzin als direktes Sekretionsprodukt 
des reifen Osteoblasten. Dabei zeigte sich auch hier eine hohe Konzentration von 
Kollagen I und III bei den Keramiken, wobei Kollagen I am meisten in das Medium 
exprimiert wurde, gefolgt von Konzentrationen bei den Metallen und zuletzt bei den 
Polymeren. Ähnlich verhielt es sich beim Nachweis von alkalischer Phosphatase.  
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Bei allen Materialien ließ sich der Gehalt an Osteokalzin in annähernd gleichen 
Konzentrationen nachweisen, jedoch waren in allen Fällen Sekretionsprodukte erst ab 
dem 48. Kulturtag zu verzeichnen.  
Die nachfolgenden Diagramme (1-12) zeigen den Substanznachweis in Form unter-
schiedlicher Grauwertintensitäten (0 = Folienfärbung, 250 = keine Folienfärbung) in 
Korrelation zur Kulturdauer. Zur Detektion der Grauwertintensitäten fährt ein Scanner 
die dots ab. An den Stellen, wo eine Grau-bzw. Schwarzfärbung vorliegt, zeigt der 
Kurvenverlauf einen Peak nach unten, welches einen positiven Nachweis des Proteins 
bedeutet. Zwischen den Peaks zeigen sich gerade Kurvenverläufe, welche Nullinien bei 

























Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Alkalischer Phosphatase im Überstand 
von humanen Knochenmarkzellen auf Hydroxylapatitkeramik in einer Langzeitkultur. 
Vorliegendes Kurvendiagramm gibt die Grauwertunterschiede einer Dot-Blot-Analyse 
auf Celluloseacetatfolie wieder. Zu diesem Zweck fährt ein Scanner die dots ab. An den 
dots, wo eine Grau- bzw. Schwarzfärbung vorliegt, zeigt der Kurvenverlauf einen Peak, 
wobei die Nullinie im vorliegenden Diagramm bei 200 liegt und die positiven 
Ausschläge von der Nullinie nach unten zeigen. Nach jedem Proben-dot geht der 
Kurvenverlauf auf die Nullinie zurück, da der Scanner einen Leerdot mißt. Bei dem 
gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher Verdünnungen 
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nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es zeigt sich eine 
zunehmende Sekretion an alkalischer Phosphatase bis zum 30. Kulturtag, eine Abnahme 


























Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Kollagen I im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Hydroxylapatitkeramik in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
zeigt sich eine zunehmende Sekretion an Kollagen I  bis zum 30. Kulturtag gefolgt von 
einem geringradigen Sekretionsrückgang bis zum 64. Kulturtag. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Kollagen III im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Hydroxylapatitkeramik in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
zeigt sich eine zunehmende Sekretion an Kollagen III  bis zum 41. Kulturtag, gefolgt 
von einem Sekretionsrückgang nach dem 52. Kulturtag. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Osteokalzin im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Hydroxylapatitkeramik in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
ließ sich eine Sekretion von Osteokalzin ab dem 41. Kulturtag nachweisen. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Alkalischer Phosphatase im Überstand 
von humanen Knochenmarkzellen auf Reintitan in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
zeigt sich eine initiale Sekretion mit Abnahme am 18. Kulturtag, einem Peak am 30. 
Tag, gefolgt von einem Sekretionsrückgang am 41. und 52. Tag mit anschließender 
Sekretionszunahme ab dem 64. Tag. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Kollagen I im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Reintitan in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
zeigt sich eine zunehmende Sekretion an Kollagen I  bis zum 28. Kulturtag gefolgt von 
einer Abnahme am 41. Tag und konsekutiver Zunahme ab dem 52. Tag. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Kollagen III im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Reintitan in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
zeigt sich eine Sekretion an Kollagen III  bis zum 28. Kulturtag gefolgt von einem 
Sekretionsrückgang um den 41. Tag und erneuter Zunahme ab dem 52. Tag. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Osteokalzin im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Reintitan in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Alkalischer Phosphatase im Überstand 
von humanen Knochenmarkzellen auf Polyäthylen in einer Langzeitkultur. Bei dem 
gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher Verdünnungen 
nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Eine deutliche 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Kollagen I im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Polyäthylen in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. 
Bis zum 30. Tag zeigt sich eine zunehmende Sekretion, mit Rückgang am 38. Tag und 
steigender Sekretion ab dem 52. Tag. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Kollagen III im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Polyäthylen in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. 
Eine deutliche Sekretion zeigt sich erst ab dem 52. Kulturtag. 
Bis zum 30. Tag zeigt sich eine anhaltende Konzentration, ein Peak am 41. Tag mit 
konsekutivem Sekretionsrückgang. 
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Kurvendiagramm einer Dot-Blot-Analyse von Osteokalzin im Überstand von humanen 
Knochenmarkzellen auf Polyäthylen in einer Langzeitkultur. 
Bei dem gezeigten Kurvenverlauf wurden Mediumüberstände unterschiedlicher 
Verdünnungen nach einer Kulturdauer von 2, 9,18,30,41,52 und 64 Tagen gemessen. Es 
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4.  Diskussion 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Biomaterialien auf ihre Biokompatibilität hin zu 
überprüfen. Besondere Berücksichtigung fand dabei die Titanlegierung Tribosul, die 
aufgrund veränderter Oberflächenbeschaffenheit vorteilhafte Vorraussetzungen 
gegenüber den bisherigen Biomaterialien in Hinblick auf tribologische Eigenschaften 
aufwies. 
Wie bereits in der Einleitung angedeutet, bestehen trotz Bemühungen internationaler 
Forschungsgruppen um Qualitätssicherung noch keine allgemeingültigen Richtlinien, 
die Art und Umfang der Kompatibilitätstestung vorgeben. Als erstrebenswert gilt es, 
medizinische Werkstoffe zu entwickeln, die aufgrund gewebeverträglicher 
Eigenschaften des Implantates ein problemloses Einheilen ermöglichen (Hench et al., 
1975). Dabei ist der Interaktion zwischen Implantatoberfläche und dem Wirtsgewebe 
auf zellulärer und molekularer Ebenen eine entscheidende Bedeutung beizumessen. 
Folkman und Maroudas beschrieben die Aspekte, die von immenser Bedeutung beim 
Kontakt von Biomaterialien mit den Zellen des Wirtsgewebe sind, als das Bestreben der 
Zellen nach Adhärenz, Wachstum, Proliferation und Differenzierung zum einen sowie 
Wachstumshemmung, Dedifferenzierung und Tod der Zellen zum anderen (Folkman et 
al., 1978; Maroudas, 1973). 
Zu diesen Wechselwirkungen benötigt die Osteogenese zur suffizienten Bildung von 
Knochengewebe Materialoberflächen, welche der Zellproliferation und der Bildung von 
extrazellulärer Matrix förderlich sind. Materialien mit einer zytotoxischen Wirkung 
erweisen sich hierbei als störend (Weiss et al., 1981; Stutzmann et al., 1982). 
Aufbauend auf die Vorgehensweise früherer Forschungsgruppen (Guess et al., 1965; 
Mital et al., 1968; Taylor et al., 1973; Ratner et al., 1975; Jones et al., 1988; Kubo et al., 
1993) wollten wir mit Hilfe einer humanen Knochenmarkszellkultur die 
unterschiedlichen Parameter, die die eigentliche Biokompatibilität ausmachen, in einem 
phänomenologischem Procedere näher zu beleuchten, bei dem quantitative, qualitative, 
morphologische und metabolische Aspekte Eingang in die Untersuchungen fanden. Der 
spezielle Vorteil, den hierbei die humane Knochenmarkzellkultur bietet, wird deutlich, 
wenn man sich im Vergleich dazu andere Methoden der in-vitro-Testung vor Augen 
führt. 
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4.1  Die humane Knochenmarkszellkultur zur Biokompatibilitätstestung 
Die humane Knochenmarkszellkultur verbindet als Flüssigmediumzellkultur die 
Vorteile der "Direktkontaktmethode", die die Implantationssituation orthopädisch 
verwandter Implantationsmaterialien am besten simuliert, mit der Verwendung humaner 
Knochenmarkszellen, welche in situ primär mit dem Endoprothesematerial in Kontakt 
stehen (Wilke et al., 1998). Ferner bieten humane Knochenmarkszellen weitere 
Vorteile: Sie enthalten neben immunkompetenten Zellen auch Progenitorzellen, 
undifferenzierte mesenchymale Stammzellen, welche durch ihre Fähigkeit, sich nach 
Kontakt mit einem Biomaterial unterschiedlich differenzieren zu können (etwa in 
Richtung Osteoblast oder Fibroblast), eine Prognose über die vorraussichtlich 
stattfindende lokale Gewebsreaktion gestatten (Wilke et al., 1992). Zusätzlich gelang es, 
eine Langzeitkultur mit humanen Knochenmarkszellen zu etablieren, die die 
Möglichkeit bietet auch langfristig ablaufende Wechselwirkungen zwischen Gewebe 
und Implantat zu beurteilen. 
In mehreren Studien konnten zum Teil sehr unterschiedliche Sensitivitäten 
verschiedener Zellarten auf gleiche Materialien nachgewiesen werden (Nuwayser et al, 
1973; Browne und Tyas, 1979; Lang et al, 1989; Naji und Harmand, 1990; Caughman 
et al, 1990; Harmand et al, 1990; Puleo et al, 1991; Jansen et al, 1991; Berstein et al, 
1992; Niederauer et al, 1994). So zeigten zum Beispiel humane Osteoblasten in der 
Studie von Lang (Lang et al, 1989) eine deutlich höhere Sensitivität bei der Testung von 
Hydroxylapatit als die ebenfalls verwendeten humanen Fibroblasten. In der Arbeit von 
Harmand (Harmand et al, 1990) zeigten humane HeLa-Zellen ein vermindertes 
Zellwachstum im direkten Kontakt mit einem Epoxidharz, während mit der gleichen 
Versuchsanordnung bei Mäuseembryonenzellen sogar ein gesteigertes Zellwachstum zu 
beobachten war. Angesichts dieser unterschiedlichen Reaktionen der Zellen stellt sich 
die Frage nach der Aussagefähigkeit der gefundenen Ergebnisse. 
 So kann es nicht verwundern, daß zwischen Studien, die mit verschiedenen Zellen 
arbeiten, zum Teil erhebliche Differenzen in den Bewertungen der Materialien 
entstehen. Genaugenommen kann eigentlich nur festgestellt werden, daß die jeweilig 
verwendete Zellart auf eine getestete Substanz in einer bestimmten Art und Weise 
reagiert. Diese spezifische Reaktion der kultivierten Zellen auf die klinische Situation 
bei menschlichem Kontakt 
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 mit dem Material zu übertragen, erscheint daher nicht so ohne weiteres zulässig (Evans 
und Thomas, 1986). Besonders die Verwendung tierischer Zellen und von Zellen, die 
normalerweise nicht mit dem Biomaterial in Berührung kommen, ist fragwürdig (Wilke 
et al, 1991a, Wilke et al, 1991). 
Um die Aussagekraft der mit Zellkulturen gewonnenen Ergebnisse zu verbessern, 
wurde daher die Forderung gestellt, humane Zellen zu verwenden, die auch in situ in 
Kontakt mit dem jeweiligen Biomaterial stehen (Pizzoferrato et al, 1985; Kamen, 1989; 
Harmand et al, 1990). Arbeiten, die in jüngerer Zeit zur Testung orthopädischer 
Materialien mit humanen Knochenmarkzellen durchgeführt wurden, zeigten sowohl mit 
dem Tierversuch als auch mit der klinischen Situation eine sehr gute Übereinstimmung. 
Diese sehr komplexen Zellkulturen sind in der Lage, die physiologischen 
Gegebenheiten des Implantatbettes in nahezu idealer Weise zu modellieren (Wilke et al, 
1993a; Wilke et al, 1993b). 
Wie einleitend bereits erwähnt, wurden seit Entstehen der in vitro-Biokompatibili-
tätstestung neben der Vielzahl verwendeter Zellen auch unterschiedliche Testmethoden 
(z.B. Direkt Kontakt, Agar Overlay, Extraktionsmethode, Millipore Filter Methode) 
etabliert. Es hat sich gezeigt, daß die verschiedenen Methoden zum Teil sehr 
unterschiedliche Bewertungen identischer Materialien ergaben (Wilsnack et al, 1973; 
Hensten-Pettersen und Helgeland, 1977; Johnson et al, 1983; Welker et al, 1983; 
Haustveit et al, 1984). So zeigten zum Beispiel PVC-Materialien, die mit der 
Extraktionsmethode in der Studie von Wilsnack (Wilsnack et al, 1973) untersucht 
wurden, eine deutliche Toxizität auf humane fetale Fibroblasten, wohingegen die 
gleichen Materialien im direkten Kontakt nicht toxisch waren. 
Die Toxizitätsprüfung mit Hilfe der Agar Overlay Methode, der Millipore 
Filtermethode, sowie der Direkt Kontakt Methode werden in ähnlicher Weise von 
verschiedenen Faktoren beeinflußt. Auch hier spielt zum Beispiel die Dauer der 
Testung, die Form des Prüfmaterials sowie die Wahl des Mediums eine große Rolle. 
Neben der Art der Testmethode hat auch die Auswahl der Nachweismethode einen Ein-
fluß auf die gewonnenen Ergebnisse. In mehreren Arbeiten wurden erhebliche Unter-
schiede zwischen der Bewertung der Toxizität durch rein morphologische Zelluntersu-
chungen im Vergleich zu der Quantifizierung der Toxizität durch metabolische Parame-
ter beschrieben (Exbrayat et al, 1987; Caughman et al, 1991; Puleo und Bizias, 1992; 
Lefebvre und Schuster, 1994). 
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In zahlreichen Studien zeigte sich auch ein erheblicher Einfluß der Oberflächenbehand-
lung des Prüfmaterials auf das Verhalten von Zellen im direkten Kontakt. 
Biomaterialien, die in einer glatten, polierten Form getestet wurden, erbrachten zumeist 
deutlich bessere Zellverträglichkeit als identische mit rauher Oberfläche (Inoue et al, 
1987; Absolom et al, 1988; Naji und Harmand, 1990; Kasten et al, 1990; Novak et al, 
1991; Koekoenen et al, 1992; Begley et al, 1993; Howlett et al, 1994). 
An PVC wurde zum Beispiel nachgewiesen, daß durch den unterschiedlichen Gehalt an 
Stabilisatoren und Weichmachern in den verschiedenen Produkten ein erheblicher Ein-
fluß auf die Toxizität des Materials ausgeübt wurde (Goertz et al, 1974; Wieslander et 
al, 1990). 
Auch der Vergleich der Untersuchungen von Metallegierungen ist wegen der wechseln-
den Legierungsbestandteilen nur eingeschränkt möglich (Klötzer, 1988). 
Abschließend kann festgestellt werden, daß eine Vielzahl verschiedenster Parameter die 
Resultate der Arbeiten beeinflussen, und eine Vergleichbarkeit der Arbeiten 
untereinander sehr erschweren. Richtlinien für die Art der Zellen, die Form der Mate-
rialien sowie für die Methoden zur Biokompatibilitätstestung wurden zwar von 
mehreren Organisationen (ASTM American Society for Testing and Materials, FDA 
Food and Drug Administration, ISO International Organization for Standardization, BSI 
British Standards Institute, USP United States Pharmacopeia) vorgeschlagen, bis heute 
jedoch bestehen keine definitiven Regularien (Ciapetti et al, 1993; Sasanaluckit et al, 
1993). 
Keine der bekannten Testverfahren und Nachweismethoden ist gleichermaßen für alle 
Materialien anwendbar (Evans und Thomas, 1986). Jede der Methoden hat ihre 
speziellen Vorzüge, aber auch Einschränkungen, die bei der Indikationsstellung genau 
berücksichtigt werden müssen. 
Der Begriff der Biokompatibilität umfaßt die Forderung an ein Material nicht toxisch zu 
sein, keine mutagenen Wirkungen zu entwickeln, nicht sensibilisierend zu wirken, 
sowie attraktiv und adhäsiv für Zellen zu sein (Kawahara, 1985).  
Im Hinblick auf diese Vorgaben ist es zum Beispiel nicht möglich, die 
Biokompatibilität eines Materials allein durch Anwendung der Extraktionsmethode zu 
bewerten. Da mit der Extraktionsmethode die Adhäsionsfähigkeit der Zellen an das 
Material nicht zu untersuchen ist, kann mit dieser Methode nur eine Aussage über die 
Toxizität eines  
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Materials getroffen werden, jedoch gemäß der Definition nicht über die 
Biokompatibilität. 
Für die häufig verwendete Agar Overlay Methode gelten im Prinzip die gleichen Ein-
schränkungen. Es wurde zudem mehrfach kritisiert, daß großvolumige Moleküle von 
der Agarschicht abgefiltert werden und das Ergebnis somit verfälscht wird (Ekwall, 
1980; Doherty, 1991; Lefebvre und Schuster, 1994). Auch ist es mit der Agar Overlay 
Methode nur möglich, die Zellyse zu beobachten, ohne jedoch eine Aussage über die 
Produktion von Extrazellulärmatrix oder eventuelle intrazelluläre Schädigungen zu 
treffen (Doherty, 1991). 
Die Direkt Kontakt Methode bietet die Möglichkeit, die Reaktion einer bestimmten 
Zellart  im unmittelbaren Kontakt mit dem Material zu untersuchen. Gerade bei der 
Schritt für Schritt Untersuchung der Interfacebildung zwischen Biomaterial und Zelle 
ist dies ein entscheidender Vorteil (Matsuda et al, 1987a; Davies, 1986; Gregoire et al, 
1990; Puleo und Bizios, 1992). Der direke Kontakt der Zellen mit dem Material stellt 
zudem die physiologischste Form der Materialprüfung dar. Unter Verwendung 
relevanter Zellen, wie zum Beispiel den humanen Knochenmarkzellen für die 
Biokompatibilitätstestung orthopädischer Implantatmaterialien, sowie durch geeignete 
Nachweisverfahren, läßt sich eine gute Einschätzung der Materialverträglichkeit treffen 
(Wilke et al, 1994).  
Ein weiterer Vorteil dieser Methode liegt in der Möglichkeit, unterschiedliche Oberflä-
chenqualitäten unter definierten Bedingungen zu untersuchen (Kamen, 1989).  
 
4.2  Bewertung der Ergebnisse 
4.2.1  Test der Zellvitalität durch Acridin-Orange Färbung 
Die mittels Acridin-Orange nachgewiesene Vitalität der humanen Knochenmarkszellen 
hat verdeutlicht, daß unter Anwendung beschriebener Präparationsmethodik und 
Beachtung entsprechender Kulturbedingungen eine prinzipielle Kultivierung solcher 
Zellen auf Testmaterialien möglich ist und somit die Grundlage für weitergehende 
Untersuchungen geschaffen wird. Ferner deutete bereits hier eine unterschiedliche 
Anzahl vitaler Zellen auf den verschiedenen Biomaterialien (die wenigsten avitalen 
Zellen befanden sich auf den Keramiken, die meisten auf den Polymeren) auf einen 
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materialbedingten Einfluß der Werkstoffe auf die Zellzahl hin, ein Phänomen, das sich 
in weiteren Untersuchungen bestätigen sollte. 
So ergab die Zellzählung nach Hämatoxylin Färbung (Mittelwerte aus 10 
Experimenten) mit Hilfe des OPTIMAS-Systems signifikante Unterschiede zwischen 
den einzelnen Werkstoffgruppen, wobei Vertreter der Polymere den geringsten, 
Vertreter der Keramiken die größte gemittelte Zellzahl auf den Materialoberflächen 
aufwies. 
Die Betrachung der kultivierten Zellen auf den Oberflächen der Prüfkörper mittels 
Rasterelektronenmikroskopie ließ Unterschiede zwischen den einzelnen Materialien 
erkennen. Dies zeigte sich in Form von adhärenten Zellen unterschiedlicher Gestalt 
sowie fibrillären Strukturen mit interzellulärem Kontaktbestreben, welche in größter 
Zahl auf den Keramikprobenkörpern, gefolgt von Metallen und Polymeren, wobei es 
sich hierbei morphologisch betrachtet am ehesten um extrazelluläre Matrix handelte, 
nachzuweisen war.  
4.2.2.  Immunhistologischer Nachweis leukozytärer und osteoblastärer Strukturen 
auf den Materialoberflächen durch Auflichtmikroskopie 
Diese Technik gab erste Anhaltspunkte auf den Gehalt und die Verteilung von 
immunkompetenten Zellen sowie Osteoblasten als ein Hinweis auf abgelaufene 
Gewebereaktionen bzw. Produktion und Mineralisation der ECM (Burkhardt et al. 
1992). Der größte Anteil Osteokalzin-positiver Zellen befand sich auf den Keramiken, 
gefolgt von Metallen und Polymeren. Hinsichtlich der Verteilung immunkompetenter 
Zellen zeichnete sich der Polymerprobenkörper durch einen hohen Gehalt an Zellen der 
weißen Reihe aus, was als ein Hinweis auf verminderte Bioverträglichkeit gedeutet 
werden kann, wie im folgenden näher beschrieben werden wird. 
Als ein Nachteil der eben beschriebenen Methode ist die hohe Eigenfluoreszenz der 
Zellen zu bewerten, die nur eine eingeschränkte Beurteilung zuläßt und lediglich 
tendenzielle Entwicklungen widerspiegeln kann. Als ein Nachteil aller vier bis jetzt 
beschriebenen Methoden ist ihr stark qualitativer, eher deskriptiver Charakter 
anzusehen. Aus diesem Grund bedienten wir uns auch Untersuchungsverfahren, die es 
durch Erfassung objektivierbarer Parameter, wie z.B. Syntheseprodukte oder Antigen-
Antikörperreaktionen ermöglichten, tendenzielle Entwicklungen in signifikante, 
quantifizierbare Größen zu transferieren. 
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4.2.3  Durchflußzytometrie mittels FACS (Fluorescence Analysis Cell Sorter) 
Vitalität: 
Grundlage für die Differenzierung der humanen Knochenmarkszellen auf den 
Biomaterialien stellt zunächst einmal deren Vitalität dar. In der quantitativen 
Zellzählung der avitalen Zellen nach Zugabe von Propidiumjodid mittels Cell Sorter 
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den Keramiken (8,1% avitale Zellen) 
und den Polymeren (15,4% avitale Zellen). Die beiden Titanlegierungen zeigten weder 
untereinander noch gegenüber der Keramik einen signifikanten Unterschied. 
 
Zelldifferenzierung: 
Da sich Knochenmark im physiologischen Zustand durch Zellheterogenität auszeichnet 
galt es, nicht nur der alleinigen Anwesenheit von vitalen Zellen Aufmerksamkeit zu 
schenken. Auch ihre Differenzierung und Funktion im Rahmen von Reaktionen auf 
toxische und körperfremde Substanzen im Rahmen der Knochenneubildung und -
formation wurde untersucht.  
Die Zellen der weißen Reihe haben eine tragende Rolle bei der Immunantwort des 
menschlichen Organismus auf eindringende Fremdkörper. Ihr 
Differenzierungsverhalten beim Kontakt humaner Knochenmarkszellen mit 
endoprothetischem Biomaterial konnte im Zellkulturmodell näher beleuchtet werden.  
Bei der Verteilung immunkompetenter Zellen zeigten sich auf allen Materialien 
annähernd gleiche Zellzahlverhältnisse von Monozyten und T-Lymphozyten. Bei den 
Polymeren bestanden in Hinblick auf Granulozyten und B-Lymphozyten deutliche 
Unterschiede zu den Keramiken und zu den Titanlegierungen. Diese vermehrte 
Verteilung von Phagozytosezellen und B-Lymphozyten auf den Kunststoff-
Probenkörpern, restriktive Polyäthylen-Materialien , läßt Reaktionen vermuten, die der 
Einbindung des Biomaterials in seine knöcherne Umgebung entgegenwirken. 
Möglicherweise finden sich hier Erklärungsansätze für die in klinischen und 
tierexperimentellen Versuchen beobachtete "Polyethylene disease" ( Griss et al. 1993), 
bei der nach direktem Kontakt von Knochenmarkszellen mit Polyäthylenpartikeln ein 
starker Anstieg von Phagozytosezellen als Ausdruck einer massiven Fremdkörper-
reaktion (aggressive Granulome) (Antony et al., 1990; Escola et al., 1990; Santavirta et 
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al., 1990) mit nachfolgenden Lockerungsphänomenen zementierter und zementfreier 
Protheseschäfte zu verzeichnen ist. Klinisch wurde Polyethylen bis zu diesem Zeitpunkt 
noch zur direkten Verankerung in den Knochen empfohlen ( Bobyn et al. 1987; Endler 
et al. 1983; Morscher und Dick, 1983). Diese Anwendung gilt heute als überholt. 
Derzeit ist die Wirkung einer Reihe von Zytokinen, welche durch stimulierte 
Makrophagen ausgeschüttet werden, Gegenstand zahlreicher Untersuchungen ( Haynes 
et al. 2000; Murray et al. 1998; Wilke et al. 1999). Die Phagozytose kleiner 
Abriebpartikel bei obengenannter Prothesenartikulation verursacht eine 
Makrophagenstimulation. Dabei kommt es zur Ausschüttung von Tumornekrosefaktor 
α ,der eine Stimulation der Osteoklasten sowie eine Hemmung der Osteoblasten 
bewirkt. Ähnliches verursacht die Ausschüttung von Interleukin 1β. Auch eine 
Freisetzung von Interleukin 6 durch den Makrophagen führt zu einer Stimulation der 
Osteoklasten, wie die Osteolysen beim Plasmozytom verdeutlichen.  
Allerdings ist anzumerken, daß es sich hierbei um Verschleißerscheinungen des 
Polyäthylens in der Implantat-Knochengrenzfläche unter Erzeugung stark ausgeprägter 
Fremdkörperreaktionen mit zum Teil schwerem lokalen Knochensubstanzverlust 
(Andrew et al., 1986; Rosso et al., 1988) handelt, wobei der an der Prothesenschaft-
Knochengrenze entlangkriechende Polyäthylen-Abrieb als Auslöser dieser sog. 
aggressiven Granulome gilt (Antony et al., 1990; Maloney et al., 1990; Tanzer et al., 
1992). Es ist daher zu bedenken, inwieweit ein über 14 Tage angelegtes In-vitro-
Experiment Aufschluß über Phänomene geben kann, die durch Abrieberscheinungen 
über einen längeren Zeitraum bedingt zu sein scheinen, wobei allerdings gerade die 
Kultivierung über 14 Tage einen Zeitraum beinhaltet, in dem klinisch betrachtet erste 
Wundheilungsprozesse häufig abgeschlossen sind, sodaß die FACS-Ergebnisse in 
dieser Hinsicht als ein korrelativer Parameter zu betrachten sind. 
Desweiteren zeigten sich allerdings keine signifikanten Zellzahlunterschiede beim 
Reintitan und bei der durch ODH Behandlung veredelten Titanlegierung, welches auch 
in vivo möglicherweise keine differente Gewebereaktion erwarten läßt (Wilke et al. 
1995). 
Bei der FACS-Analyse der Osteokalzin-positiven Zellen zeigen sich deutlich 
unterschiedliche Verteilungsmuster. Während Keramiken und Titanlegierungen eine 
ähnliche Anzahl an diesen Zellen aufweisen (ca. 4,5%), ist ihre Zahl, auf den 
Polymeroberflächen befindlichen, deutlich geringer (1,3%). Diese den reifen 
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Osteoblasten charakterisierende Zellen sind für den knöchernen Einbau des 
Biomaterials in das Wirtsgewebe von einiger Bedeutung und lassen einen besseren 
knöchernen Einbau des Implantates bei den Keramiken und Titanlegierungen vermuten 
als bei den polymeren Biomaterialien. Dies bestätigt sich in Experimenten mit 
Hydroxylapatitkeramiken in Bezug auf ihr Einwachsverhalten bei denen es gelang, 
einen direkten knöchernen belastbaren Verbund zwischen neugebildetem Knochen und 
HA-Schicht zu vermitteln (Orth et al., 1992; Osborn et al., 1987; Winter et al., 1981). 
Dabei waren die histologischen Befunde insofern zu interpretieren, als daß eine rasche 
Differenzierung von Osteoblasten aus dem im Knochenmark immer vorhandenen 
Progenitorzellen mit direkter Knochenneubildung auf der HA-Schicht, die schnell 
Anschluß an den Kallus der endostalen Knochenwunde fand, initiiert wurde (Griss et 
al., 1993). Die Verbindung war so stabil, daß bei Ausreißversuchen der entstandene 
Bruch in der Regel entweder innerhalb der HA-Schicht oder in der Grenzfläche der HA-
Schicht zum Trägermaterial zu finden war und nicht zwischen Knochen und HA-
Schicht (Orth et al., 1992). Diese experimentelle Befunde wurden durch die 
Auswertung klinischer Reoperations- und Autopsiefälle bestätigt (Hardy et al., 1991; 
Osborn et al., 1987). Eine hohe Anzahl an Osteoblasten auf den Probenmaterialien kann 
als positiv in Hinblick auf eine spätere Osseointegration des Prothesenmaterials in situ 
angesehen werden. 
4.2.4  Langzeitkultivierung von humanen Knochenmarkszellen 
Die Langzeitkultur, zunächst angelegt, um über den normalen Kulturzeitraum von zwei 
Wochen hinaus Erkenntnisse bezüglich des Proliferations- und Wachstumsbestrebens 
sowie der Differenzierung und Metabolik der kultivierten Zellen zu erhalten, konnte 
ohne die zunächst befürchteten Komplikationen, wie Zelltod oder mikrobieller 
Kontamination der Kultur, durch sorgfältige Vorgehensweise über einen Zeitraum von 
sechs Monaten unterhalten werden. Die eigentliche morphologische Beurteilung jedoch 
gestaltete sich schwieriger, da aufgrund starker Bildung fibrillärer Strukturen ab dem 
80. Tag eine lichtmikroskopische Beurteilung unmöglich wurde. Verschiedene 
durchgeführte Färbungen (v. Kossa, Neu-Fuchsin) wiesen Kalzifizierung der ECM 
nach. In der REM-EDX-Analyse findet man nach zwei Wochen Kulturdauer in den 
extrazellulären Matrixanteilen hohe Anteile von Kohlenstoff, Natrium und Schwefel. 
Nach drei Monaten Kulturdauer ist der Kohlenstoff, Natrium und Schwefel-Peak auf die 
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Hälfte zurückgegangen. Deutlich sind in der REM-EDX-Analyse der Langzeitkultur 
von humanen Knochenmarkzellen auf Reintitan ein Phosphat und Kalzium-Peak zu 
sehen, die möglicherweise mit der Mineralisierung der extrazellulären Matrix 
zusammenhängen. Eine Analyse der Keramiken mit der REM-EDX Untersuchung der 
Langzeitkultur war wegen des hohen Kalzium-Phosphatgehalts der Keramiken nicht 
möglich bzw. sinnvoll.  
Die v. Kossa-Versilberung auf den Oberflächen der Keramiken und Titanlegierungen 
dunkelgefärbte Strukturen aufzeigte, die als mineralisierte extrazelluläre Matrix 
anzusehen sind. Mit zunehmender Kulturdauer stieg der Gehalt dieser dunkelgefärbten, 
mineralisierten Strukturen auf den Keramik- und Titanoberflächen, ein Ergebnis, 
welches in Korrelation zu klinischen und tierexperimentellen Untersuchungen steht, die 
ebenfalls die meisten mineralisierten Bestandteile auf Hydroxylapatitkeramiken und 
Reintitanproben aufwiesen (Cook et al., 1988; Geesink et al., 1988; Osborn et al., 1985; 
Wilke et al., 1993, 1994; Orth et al., 1990; Mathiesen et al., 1987). 
Auch in der Langzeitkultur zeigte sich kein materialbedingter Unterschied zwischen 
Reintitan und der ODH veredelten Titanlegierung. 
4.2.5 Dot-Blot 
Mit Hilfe des Dot-Blots gelang es Entwicklungen bezüglich verschiedener Substrate der 
ECM zu registrieren, die wie eingangs erwähnt eine tragende Rolle bei der 
chemotaktischen Anziehung und Bindung von knochenformenden Zellen spielen (Serre 
et al., 1990). Dabei war auffällig, daß die Keramiken die größte Menge an Kollagen I 
und III aufwiesen, wobei Kollagen I am stärksten vertreten war. Die Festigkeit eines 
Gewebes ist stark abhängig von dessen Gehalt an Kollagenfibrillen sowie deren Dicke 
und Quervernetzung untereinander, wobei Anzahl und Dicke der Kollagenfibrillen des 
Typs I signifikant von der Koexistenz des Kollagens Typ III beeinflußt wird. Die Zahl 
der Kollagenfibrillen Typ III ist positiv korreliert mit der Zahl an Typ I-Fibrillen, 
jedoch negativ korreliert mit deren Faserdicke ( Wilke et al. 1996). Die Ergebnisse des 
Dot-Blots lassen aufgrund der Verteilung des Kollagens darauf schließen, daß die 
Hydroxylapatitkeramik die beste Voraussetzung im Hinblick auf eine feste knöcherne 
Verankerung bietet. Diese Vermutung deckt sich mit den Erkenntnissen belasteter 
Tierexperimente (Griss et al., 1993) der letzten Jahre, die unter dem Stichwort der 
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"biologischen Verankerung" Hydroxylapatitbeschichtungen überwiegend auf Titanen 
intensiv untersuchten (Furlong et al., 1991) und nach 4 Wochen Implantatverweildauer 
ein bindegewebiges Interponat, nach 12 bis 24 Wochen Verweildauer einen direkten 
Knochentitankontakt feststellten. Dabei zeigte sich in der Knochenhistologie 6 Wochen 
nach Implantation im Göttinger Minischwein eine vollständige Osseointegration von 
HA-beschichteten Titanprobenkörpern, ein unvollständiger knöcherner Einbau von 
Reintitan und schließlich keine Osseointegration im Falle von Polyäthylen-
beschichteten Titanprobenkörpern (Orth et al. 1989). Die Werte für die alkalische 
Phosphatase als Enzymmarker für knochenbildende Zellen (Bianco et al., 1990) bzw. 
für "osteoblastenähnliche Zellen" (Burkhardt et al., 1992) lagen, vergleichbar mit den 
Ergebnissen für Kollagen III, am höchsten bei den getesteten Keramiken, am geringsten 
bei den Polymeren. Im Falle des Osteokalzins ist der Schwerpunkt des Interesses nicht 
in erster Linie auf Unterschiede zwischen den einzelnen Materialgruppen zu legen, bei 
denen die Werte nicht signifikant voneinander verschieden sind, sondern vielmehr auf 
das nahezu einheitliche Auftreten Osteokalzin-positiver Zellen zu einem 
fortgeschrittenen Zeitpunkt der Kultur (48. Tag). Untersuchungen Biancos (Bianco et 
al., 1990) folgend kommen alkalischer Phosphatase und Osteokalzin bezüglich der 
Neubildung und Mineralisierung von Knochensubstanz die Funktion von 
Markersubstanzen zu, die unterschiedliche zeitliche Entwicklungsstadien der 
Osteogenese kennzeichnen. Demnach repräsentiert das Auftreten alkalischer Phospatase 
die Frühphase der Knochenentwicklung, während ein Nachweis Osteokalzin-positiver 
Zellen hingegen für eine spätere Phase in der Knochenentstehung spricht. Diese 
Tatsache bietet eine Erklärung für das zeitlich verschiedene Auftreten der beiden 
Markersubstanzen und zeigt einmal mehr die unterschiedliche induktive Wirkung der 
Biomaterialien auf eine Knochenneubildung. 
4.3  Die getesteten Biomaterialien 
In der vorliegenden Untersuchung kamen Biomaterialien aus unterschiedlichen 
Werkstoffklassen zur Anwendung. Dabei handelte es sich um Materialen aus der 
Substanzklasse der Keramiken, der Polymere und der Metalle. In der Gruppe der 
Metalle befanden sich, anders als bei den übrigen Gruppen, zwei Vertreter, eine 
Titanlegierung sowie Titan in seiner Reinform. Der Titanlegierung galt besonderes 
Augenmerk, da durch diese oberflächenveredelte Legierung ein Werkstoff an die Stelle 
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des seit Jahren in der Endoprothetik benutzten Reintitans tritt, der auf der einen Seite 
dem Reintitan ähnlich günstige Eigenschaften im Hinblick auf die Biokompatibilität 
aufweist, auf der anderen Seite jedoch aufgrund seiner biomechanischen und 
tribologischen Beschaffenheit dem Reintitan ausgesprochene Vorzüge aufweist, welche 
sich in einer geringeren Verschleißneigung zeigen und damit die eingangs erwähnten 
Gefahren durch Abriebpartikel drastisch reduzieren kann. 
Desweiteren haben wir um einen kritischen Ergebnisvergleich mit anderen 
Zellkultursystemen zu führen um folgenden die Ergebnisse verschiedener 
Forschungsgruppen, die mit Biomaterialien und Zellkulturen arbeiten, tabellarisch 
aufgeführt. 
4.3.1  Hydroxylapatitkeramik 
Sowohl in zahlreichen vorangegangenen Untersuchungen (de Brujin et al., 1992; 
Uchida et al., 1987; Bagambisa et al., 1990; Harmand, 1986; Lange, 1989; Malik, 1992; 
Rout, 1987; Teti, 1991; Uchida, 1987) als auch in den Analysen dieser Arbeit wurde 
eine ausgezeichnete Biokompatibilität von Hydroxylapatitkeramiken deutlich, obwohl 
die durchgeführten Untersuchungen zum Teil auf unterschiedlichen Testverfahren 
basierten. Die Ursache hierfür dürfte in der sehr hohen Affinität zwischen der 
Zusammensetzung der Keramiken und der Morphologie der Knochensubstanz liegen 
(Jarcho et al. 1977), sowie der histologischen Ähnlichkeit zwischen 
Hydroxylapatitkeramik und Knochen. So zeigten Untersuchungen der mineralischen 
Komponente des Knochens einen Anteil an Hydroxylapatit von 70% (Osborn, 1985, 
1987; Rahn, 1994). Eine weitere Begründung für die gute Biokompatibilität stellt das 
Bestreben von Hydroxylapatitkeramiken zur Verbundosteosynthese, d.h. zum 
physiologischen Verbund durch direkte Anlagerung körpereigener Proteine und 
Kollagene dar (Osborn, 1987). So ließ sich aus histologischen Befunden im belasteten 
Tierexperiment herleiten, daß wahrscheinlich im Knochenmark vorhandene 
Vorläuferzellen zu Osteoblasten differenzieren und zu einer direkten Knochenbildung 
auf der HA-Schicht führen (Orth et al., 1992). Im Vergleich mit anderen 
Zellkultursystemen zeigte sich bei den Hydroxylapatitkeramiken eine gute 
Vergleichbarkeit der Ergebnisse. 
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Material: Hydroxylapatit 















Gregoire et al, 
1990 
Pulverisiertes 









1990 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der 
Zellen und 
Ausbildung eines 
Zellrasens auf der 
Keramik und in den 
Poren, Nachweis 
von fibrillären ECM 
 Begley et al, 1993 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der 
Zellen im engen 
Kontakt mit der 





Wilke et al, 






Zellen auf der 
Keramik, Nach-weis 





fibroblasten Gregoire et al, 1987 
Pulverisiertes 
Material zur Kultur 
Steigerung des 
Zellwachstums 





aber keine Zeichen 
der Zellschädigung 
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Zellart Autor Methode Ergebnis 
Osteoblasten (Ratte) Rout et al, 1987 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der 











Periostzellen (Ratte) Teti et al, 1991 
Pulverisiertes 





die Keramik wurde 




Uchida et al, 
1987 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der 




 de Bruijn et al, 1992 Direkt Kontakt 
Nachweis einer 
elektronendichten 
Schicht sowie einer 
fibrillären minerali-
sierten ECM 
Periostzellen (Rind) Jones et al, 1988 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der 
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4.3.2  Reintitan 
Bereits seit den vierziger Jahren ist die Biokompatibilität und hohe Korrosions-
beständigkeit von Reintitan bekannt. Mikrostrukturierte Titanoberflächen stabil fixierter 
Implantate besitzen die Fähigkeit zur Osteointegration, eine Eigenschaft, die, abgesehen 
von Legierungen auf Titanbasis, kein anderes gebräuchliches metallisches Biomaterial 
besitzt (Schmidt et al., 1996). In unterschiedlichen Testverfahren wurde 
übereinstimmend die gute Biokompatibilität von Reintitan und dessen Legierungen 
herausgestellt (Davies et al., 1990; Goldring et al., 1990; Howlett et al., 1994; 
Kawahara et al., 1968; Koekoenen et al., 1992; Kotoura et al., 1985; Lowenberg et al, 
1991; Maurer et al., 1994; Puleo et al., 1993; Semlitsch et al., 1984). Auch die 
Testergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die guten, bioverträglichen Eigenschaften 
des Titans, welche dicht hinter denen der Keramiken folgen. Im Vergleich mit anderen 
Forschergruppen wurde in der Bewertung der Verträglichkeit von Reintitan eine sehr 
gute Übereinstimmung festgestellt. Trotz verschiedener verwendeter Zellarten und 
Untersuchungsmethoden wurde eine gute Biokompatibilität ermittelt. 
Material: Titan    
Zellart Autor Methode Ergebnis 
Humane 
Gingivafibroblasten 
Hehner et al, 
1989 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der Fibro-
blasten auf der Titanober-
fläche, keine Zeichen der 
Zellschädigung 
 Harmand et al, 1990 Direkt Kontakt 
Leicht verminderte Prolife-
ration 
 Kasten et al, 1990 Direkt Kontakt Gutes Zellwachstum 
 Simion et al, 1991 Direkt Kontakt 
Gute Adhäsion und Wachs-
tum der Zellen  
 Naji et al,  1991 Direkt Kontakt 
Leicht verminderte 
Adhäsion und Proliferation 
 Koekoenen et al, 1992 Direkt Kontakt 
Oberflächenbeschaffenheit 
hat Einfluß auf die Biokom-
patibilität, bestes 
Zellwachstum auf glatter 
Oberfläche 
 Berstein et al, 1992 Direkt Kontakt Gute Biokompatibilität 
 Hanawa et al, 1992 Agar Overlay 
Keine Zeichen der 
Zellschädigung 
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Zellart Autor Methode Ergebnis 
Humane dermale 
Fibroblasten 
Goldring et al, 
1990 Direkt Kontakt 
Gutes Zellwachstum und 
Synthese von Typ-1 
Kollagen 
 Putters et al, 1992 Direkt Kontakt 
Keine Zeichen der 
Zellschädigung, Titan 
wurde als inert eingestuft 
Humane 
Synovialfibroblasten







logischen Schädigungen  
der Zellen  
Humane 
Knochenzellen 
Howlett et al, 
1994 Direkt Kontakt Gutes Zellwachstum 
 Harmand et al, 1990 Direkt Kontakt 
Verminderte 
Zellproliferation 
 Naji et al,  1991 Direkt Kontakt 
Verminderte Proliferation 
und Zelldifferenzierung 
 Goldring et al, 1990 Direkt Kontakt 
Gutes Wachstum der Zellen 






















Fibroblasten (Maus) Kawahara et al, 1968 Direkt Kontakt 
Keine Zeichen der 
Zellschädigung 
 Maurer et al, 1994 Direkt Kontakt Keine Toxizität feststellbar 
Fibroblasten 
(Hühnerembryo) 
Knöfler et al, 
1985 Direkt Kontakt 




Kotoura et al, 
1985 
Direkt Kontakt Gutes Zellwachstum, keine 
Zeichen der Zellschädigung 
 Cannas et al, 
1988 
Direkt Kontakt Sehr gute Adhäsion der 
Zellen auf der 
Titanoberfläche 
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Zellart Autor Methode Ergebnis 
Epithelzellen 
(Schwein) 
Gould et al, 
1981 
Direkt Kontakt Enger Kontakt der Zellen 
mit der Materialoberfläche, 
keine Zeichen der 
Zellschädigung 
Epithelzellen (Ratte) Neupert et al, 
1986 




Rae et al,     
1975 
Direkt Kontakt Keine Zeichen der Toxizität 
feststellbar  







leichter Anstieg lysosomaler 














Itakura et al, 
1988 
Direkt Kontakt Gutes Zellwachstum 
(DNA,Proteinmessung)  
 Craig et al,  
1990 




Davies et al, 
1990 







Direkt Kontakt Direkter Kontakt der Zellen 
auf der Titanoberfläche, 
Nachweis von ECM 
Chondrozyten 
(Ratte) 
Boyan et al, 
1993 




4.3.3  Ti6Al7Nb-ODH 
Titanlegierungen finden eine breite Anwendung in der Hüft- und Kniegelenks-
endoprothetik (Kienapfel  et al., 1991; Sarmiento et al., 1985, 1988). Die in der 
vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse ergaben keinen signifikanten Unterschied in 
der Biokompatibilität von Reintitan und der Titanlegierung Ti6Al7Nb-ODH. Beide 
Werkstoffe zeichneten sich durch eine hervorragende Biokompatibilität aus, was für die 
Titanlegierung bedeutet, daß sie die ausgezeichneten biokompatiblen Eigenschaften des 
Reintitans mit den tribologischen Vorzügen dieser Legierung mit verminderter 
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Abriebwahrscheinlichkeit verbindet. Der untersuchte Probenkörper zeichnete sich des 
weiteren durch eine mit Sauerstoff gehärtete Oberfläche aus, die einen zusätzlichen 
Schutz gegen übermäßige Reibung darstellt und somit eine weitere Abriebsreduktion 
erreicht. Ti6Al7Nb-ODH bietet damit gegenüber Reintitan bei vergleichbarer 
Biokompatibilität Vorteile in der klinischen Anwendung. Im Vergleich mit anderen 
Titan Aluminium Legierungen zeigten sich ähnlich wie beim Reintitan gute Ergebnisse 
hinsichtlich der Biokompatibilität. 
 
Material: Titan-Aluminium-Vanadium Legierung (Ti-6Al-4V) 
Zellart 





Direkt Kontakt Gute Biokompatibilität, auf 
glatter Oberfläche bessere 
Zelladhäsion 
 Simion et al, 
1991 




 Hehner et al, 
1989 
Direkt Kontakt Wachstum der Zellen im 
engen Kontakt mit der 
Materialoberfläche, kein 




Goldring et al, 
1990 
Direkt Kontakt Gutes Zellwachstum 
Humane Gingiva-
epithelzellen 
Simion et al, 
1991 
Direkt Kontakt Gutes Wachstum der Zellen 
 Hehner et al, 
1989 





Direkt Kontakt Gutes Wachstum der Zellen, 
Produktion von Kollagen 
auf der Materialoberfläche 
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Zellart 




Wilke et al, 
1992 
Direkt Kontakt Gutes Wachstum der Zellen, 




Puleo et al, 
1991 
Direkt Kontakt Rasches Zellwachstum 
 Vrouwenfelder 
et al, 1993 
Direkt Kontakt Gut biokompatibel 
 Puleo et al, 
1993a 
Direkt Kontakt Durch molekulargenetische 
Methoden konnte die 
Expression der Gene für 
Osteonectin, Osteocalcin 
und Osteopontin von Zellen 





Kanematu et al, 
1990 





4.3.4  Polyäthylen 
Polyäthylen weist kontroverse Ergebnisse auf. Nach seiner Einführung und ersten 
erfolreichen Anwendung durch Charnley ab 1960 (Charnley, 1960) fand es zunächst 
eine weite Verbreitung als Pfannenmaterial für Arthroplastiken. Bei zementfreier 
Insertion wurde Polyäthylen durch eine bindegewebige Membran eingeschieden (Harms 
und Mäusle, 1980), was zur Einstufung als biotolerantes Material führte. Gegenüber 
speziell gehärteten, hochglanzpolierten Gusslegierungen sowie der 
Aluminiumoxydkeramik besitzt Polyäthylen gute Gleiteigenschaften und einen relativ 
geringen Abrieb ( Walter und Plitz, 1991).  
Demgegenüber zeigte sich Polyäthylen in der vorliegenden Untersuchung im Vergleich 
zu den anderen getesten Materialien als wenig biokompatibel aus. Dieses Ergebnis 
deckt sich mit denen einer Reihe klinischer Versuche, die die Eigenschaften von 
Polyäthylen näher beleuchteten. Bis vor wenigen Jahren fand Polyäthylen Anwendung 
in der direkten zementfreien Verankerung im Knochen (Bertin, 1985; Endler, 1983; 
Morscher, 1983), das innerhalb weniger Jahre zu schwerem Verschleiß des Polyäthylen 
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in der Implantat- Knochengrenzfläche unter Erzeugung massiver aggressiver 
Fremdkörperreaktionen geführt hat (Andrew, 1986, Rosso, 1988). 
Lockerungsphänomene an zementierten und zementfreien Schäften auf der Basis 
"aggressiver Granulome" (Antony et al., 1986; Escola et al., 1990; Santavirta et al., 
1990) sind in letzter Zeit als "polyethylen disease" in der Literatur beschrieben worden, 
wobei vor allem im Zusammenhang mit zystischen Umbauten um zementierte und 
zementfreie Schäfte der an der Schaft-Knochengrenze entlangkriechende 
Polyäthylenabrieb als Auslöser dieser "aggressiven Granulome" anzusehen ist (Antony 
et al., 1986; Maloney et al., 1990; Tanzer et al.,1992). In unseren zellkulturellen 
Ergebnissen zeigte sich, daß insbesondere die Verwendung von Polymeren zu einer 
Stimulation der Granulozyten und B-Lymphozyten führte. Möglicherweise kommt es in 
situ zur Ausschüttung von Interleukin 6, Interleukin 1β und Tumornekrosefaktor α und 
in  Folge zur Aktivierung von Osteoklasten, die dann osteolytische Effekte (Lockerung) 
bewirken. Zusammenfassend läßt sich eine Übereinstimmung hinsichtlich der durch die 
humane Zellkultur und durch klinische Studien ermittelte, eher als schlecht 
einzustufenden Biokompatibilität von Polyäthylen verzeichnen. 
Im Vergleich mit verschiedenen Zellkultursystemen stimmten die Ergebnisse nicht 
überein. 
Material: Ultrahochmolekulares Polyäthylen (UHMWPE) 
Zellart Autor Methode Ergebnis 
Humane Knochen-
markzellen 
Wilke et al, 
1992, 1993a, 1994 






Kotoura et al, 
1985 
Direkt Kontakt Gutes Zellwachstum, 




4.4  Schlußbetrachtung 
Die in dieser Arbeit vorliegenden in vitro ermittelten Ergebnisse spiegeln 
Entwicklungen wieder, welche in enger Korrelation zu den Resultaten stehen, die auf 
der Basis klinischer und tierexperimenteller Versuche (in vivo) gewonnen wurden. Die 
humane Knochenmarkszellkultur kann zum aktuellen Zeitpunkt Testsysteme auf Basis 
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klinischer Studien und tierexperimenteller Versuchsansätze nicht ersetzen, bestehen 
doch einige Diskrepanzen zwischen In-vitro- und In-vivo-Testsystemen. Diese 
Unterschiede beruhen zum einen darauf, daß sich Teile der physiologischen 
Zellfunktion bei Entnahme aus ihrem physiologischen Umfeld, dem Organismus, 
verändern (Brandi et al., 1990), zum anderen auf der Tatsache, daß bisherige Ergebnisse 
aus In-vitro-Ansätzen die Resultate vereinzelter Testsysteme beinhalten, bei denen 
Wechselwirkungen in vivo nur begrenzt berücksichtigt werden (Owen et al., 1990). So 
waren z.B. spezifische Reaktionen des Körpers, wie Herzkreislaufbeschwerden bei 
Verwendung eines keramischen Knochenzements in der Materialtestung mit 
Zellkulturen nicht ohne weiteres zu erkennen (Dillingham, 1975). Ein weiteres Problem 
der In-vitro-Testung liegt in der eingeschränkten Potenz, biomechanische Aspekte der 
verwendeten Prüfkörper ausreichend zu berücksichtigen. Selbst bei hervorragenden 
biokompatiblen Eigenschaften im In-vitro-Versuch, hängt letztlich der langfristige 
Erfolg einer implantierten Endoprothese nachhaltig von den biologischen Eigenschaften 
des Implantatträgers ab, wie von seinem Gesundheitszustand, seinem biologischen 
Alter, seinem Gewicht und seiner Aktivität, da diese Parameter Einfluß auf den Sitz der 
Prothese haben und eventuelle Lockerungsphänomene begünstigen können (Bonucci et 
al., 1989). So beeinflußen postoperative Abriebphänomene, Materialalterung, "inneres 
Remodelling" und vorhandene physiologische und pathophysiologische 
Stoffwechselvorgänge, wie zum Beispiel die Osteoporose, die biologische und 
mechanische Stabilität im klinischen Verbund (Griss et al., 1993). 
Die humane Knochenmarkszellkultur ist jedoch als die Screening-Methode aufzufassen, 
mit der es möglich ist, durch exakte Erforschung der Entwicklung humaner 
Knochenmarkszellen auf Biomaterialien informative Aussagen über in vivo 
verwendetes Prothesenmaterial zu gewinnen. Gerade in Hinblick auf die durch 
Abriebpartikel hervorgerufenen immunologischen Reaktionen bietet die 
Knochenmarkszellkultur eine hervorragende Analyseapparatur, welche es möglich 
macht, Vorgänge im periimplantären Gewebe exakt zu erfassen, da die humane 
Knochenmarkszellkultur über genau die an der immunologischen Antwort im Knochen-
Implantatinterface beteiligten Zellen verfügt. Hier ist die humane 
Knochenmarkszellkultur dem Tierversuch klar überlegen. Eine Korrelation von 
Ergebnissen tierexperimenteller Versuche mit klinischen Erfahrungwerten ist zum 
gegenwärtigen Zeitpunkt jedoch nach wie vor unabdingbar (Thomson, 1991; Klötzer, 
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1988 ). Ferner werden auch in Zukunft tierexperimentelle Arbeiten erforderlich sein, wo 
z.B. bedeutende Aspekte der Biomechanik nicht berücksichtigt werden können oder 
systemische Toxizität nicht erfaßbar ist. 
In Hinblick auf Abriebphänomene und die damit verbundenen Komplikationen erhält 
das in dieser Arbeit komparativ zu anderen Werkstoffen getestete Ti6Al7Nb-ODH eine 
exponierte Stellung. Es wurde deutlich wie wichtig eine Kombination aus hoher 
Biokompatibilität auf der einen Seite und optimalen tribologischen Eigenschaften auf 
der anderen Seite ist. 
In dieser Arbeit wurde ersichtlich, daß die große Anzahl an unterschiedlichen Zellarten, 
Testmethoden, Nachweisverfahren und sonstigen Einflußgrößen einen Vergleich der 
verschiedenen Studien nur bedingt möglich macht. Um eine Vergleichbarkeit der zu-
künftigen Studien zu ermöglichen wären einheitliche Reglementierungen notwendig.  
 
Schon 1980 wurden ähnliche Überlegungen von der Arbeitsgruppe Biomaterialien der 
DGOT geäußert (Willert et al, 1980). 
 
Zu fordern wäre: 
 
1. Ausschließliche Verwendung relevanter humaner Zellen, d.h. Zellen die auch 
in situ in Kontakt mit dem Biomaterial stehen 
 
2. Genau reglementierte Kombination der Testmethoden mit detaillierter 
Festlegung aller Einflußgrößen (Willert et al, 1980) 
 
3. Verwendung einer Kombination von genau festgelegten Nachweisverfahren 
 
4. Exakte Festlegung der Prüfkörper in chemischer Zusammensetzung, Form und 
Oberflächenbeschaffenheit. 
 
Die nach genauen Richtlinien durchgeführte Biokompatibilitätsunteruchung mit 
in vitro-Zellkulturverfahren eignet sich für die meisten Phasen der 
Materialuntersuchung 
  95  
 Diskussion     
Bestimmte Fragestellungen können auf absehbarer Zeit aber nur im Tierversuch 
untersucht werden. 
Unter kontrollierten Kulturbedingungen kann der Einfluß spezieller Einflußgrößen der 
Biokompatibilität, wie z.B. unterschiedlicher Oberflächenqualitäten, anhand 
ausgewählter Zellen detailliert untersucht werden. Hier ist eine weitgehende 
Vergleichbarkeit der Studien zu erreichen. 
 
Mehr noch als die Vergleichbarkeit der Arbeiten untereinander ist jedoch aber die Über-
tragbarkeit der Ergebnisse auf die in vivo-Situation von auschlaggebender Bedeutung. 
Hierzu ist eine möglichst weitgehende Nachempfindung der in vivo-Bedingungen anzu-
streben. Dies bedeutet zum Beispiel die Verwendung der Prüfmaterialien in der Form 
und Oberflächenbeschaffenheit, die der klinischen Anwendung entspricht. Diese 
speziellen Anpassungen der einzelnen Untersuchungen bedeutet jedoch, daß sich viele 
Arbeiten in verschiedenen Parametern unterscheiden und daher eine exakte 
Vergleichbarkeit der Studien untereinander von vorneherein eingeschränkt ist.  
Hier kann eine Überprüfung der Ergebnisse insbesondere durch einen Vergleich mit den 
tierexperimentellen Arbeiten und der klinischen Erfahrung erfolgen. 
 
Die Grenzen, der in vitro-Kulturmethoden werden auch in Zukunft den Einsatz von 
tierexperimentellen Arbeiten erfordern, wenn z. B. bedeutende Aspekte der 
Biomechanik nicht berücksichtigt werden können oder wenn eine systemische Toxizität 
nicht erfassbar ist. Die in vitro-Biokompatibilitätstestung ist ein wesentlicher Teilschritt 
im Programm der Materialuntersuchung, der jedoch von Fall zu Fall durch 
Untersuchungen im geeignetem Tiermodell zu ergänzen ist. 
 
4.5 Ziele zellkultureller Experimente 
Die Osseointegration biologischer Materialien in der Endoprothethik sollte auch 
zukünftig einen Schwerpunkt zellkultureller Untersuchungen darstellen. Testsysteme 
zur Prädiktion und Verlaufsbeobachtung der Entwicklung von undifferenzierten 
Progenitorzellen im Hinblick auf ihre Schlüsselfunktion bei der Integration von 
Implantaten und deren Langzeitverhalten müssen standardisierbar und routinemäßig 
einsetzbar werden. Dabei muß auch ein großes Augenmerk auf Langzeitkultursysteme 
gerichtet werden, um nicht nur Momentaufnahmen, sondern auch Prognosen für einen 
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längeren Zeitraum aufstellen zu können. Wichtig wird jedoch nach wie vor die 
Korrelierung zellkultureller Experimente mit klinischen und tierexperimentellen 
Ergebnissen bleiben, um mittelfristig eine standardisierte Methode zur 
Biomaterialientestung in der Endoprothetik zu erhalten. 
Daneben bedeutet die Frage der Allergisierung und Tumorentstehung in der 
Endoprothethik eine weitere Herausforderung an die humane Knochenmarkszellkultur. 
Der artikuläre Abrieb und die daraus resultierende Lockerung von Endoprothesen stellt 
eine große Enflußkomponente auf die Lebensdauer der Prothesen und die damit 
verbundenen Revisionseingriffe dar. Desweiteren sind bis zum heutigen Tage an 
lokalen Tumoren im Bereich von Hüftendoprothesen 24 Tumore beschrieben worden, 
bei denen es sich vorrangig um Sarkome und fibrozytäre Histiozytome handelte (Case 
et al., 1994). An generalisierten Tumoren fanden u.a. zwei Kohortenstudien in 
Neuseeland und Finnland ein erhöhtes Auftreten von Leukämie und Tumoren des 
hämatopoetischen Systems in Verbindung mit Hüftendoprothesen bzw. deren 
Lockerungen (Gillespie et al., 1988; Visuri et al., 1991).  
Das Modell der humanen Knochenmarkszellkultur mit seinen Progenitorzellen und 
immunkompetenten Zellen bietet über eine lange Kulturdauer die Möglichkeit, die 
Reaktion auf Abriebpartikel , die mit für die Tumorentstehung diskutiert werden, 
umfassend zu analysieren. Es hat den Vorteil, daß es zum einen die anatomische 
Struktur darstellt, mit der ein Endoprothesenwerkstoff in Kontakt kommt, zum anderen 
den Ort der Immunantwort auf die Exposition von lokal und systemisch wirkenden 
Substanzen verkörpert. Auf diese Weise ist sie den Zellkultursystemen überlegen, bei 
denen das eigentliche Effektorgewebe von Prothesenpartikeln nicht berücksichtigt wird, 
oder eine zu kurze Kulturdauer vorliegt (Haynes et al., 2000; Horowitz et al., 1998). 
Basierend auf diesen Überlegungen werden Anschlußarbeiten zur Weiterentwicklung 
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5.  Zusammenfassung 
Mit Hilfe einer Zellkultur aus humanen Knochenmarkszellen sollten im in-vitro-Expe-
riment Probenkörper von Biomaterialien untersucht werden, die endoprothetische An-
wendung in der Orthopädie finden. Dazu wurden humane Knochenmarkszellen unter 
standardisierten Bedingungen im Rahmen einer Osteotomie aus der Femurhöhle ent-
nommen und in Kultur überführt. Nach vierzehntägiger Kultivierung fand eine Aussaat 
auf den Oberflächen der in Frage kommenden Biomaterialien statt. Wachstums- und 
Differenzierungsverhalten sowie Sekretionsprodukte der Zellen wurden mittels entspre-
chend geeigneter Verfahren eingehend untersucht. 
Proben aus den Bereichen der Keramiken, Metallen und Kunststoffe fanden Eingang in 
die Untersuchung. Als Probenkörper wurden eine Hydroxylapatitkeramik, Reintitan, 
eine Titanlegierung (Ti6AL7Nb-ODH) und Polyäthylen verwandt.  
Vor der Zellaussaat auf die entsprechenden Biomaterialien wurden diese mittels ener-
giedispersiver Röntgenanalyse auf ihre Elementarzusammensetzung und Oberflächen-
geometrie untersucht. Eine Analyse der den Biomaterialien anhaftenden Zellen erfolgte 
nach vierzehntägiger Kulturdauer in Form einer Auflicht- und Rasterelektronenmikro-
skopie. Dabei galt besondere Aufmerksamkeit der Zellzahl, der Zellmorphologie sowie 
den entstehenden Sekretionsprodukten.  
Zur Betrachtung der unterschiedlichen Differenzierung der Knochenmarkszellen 
dienten immunologische Methoden. Mit Hilfe der Durchflußzytometrie und der Blot-
Analyse gelang eine semiquantitative Bestimmung der Zelldifferenzierung und der 
Sekretionsprodukte aus dem Überstand. 
In einer angelegten Langzeitkultur konnte das Mineralisationsverhalten von Knochen-
markszellen demonstriert und untersucht werden.  
In der durchgeführten Analyse zeigten sich in erster Linie die Zellzahl pro Prüfkörper, 
die Anzahl vitaler Zellen sowie die Menge der fasrigen Interzellularsubstanz als suffi-
ziente Parameter für den Vergleich und die Bewertung der Biokompatibilität.  
Unter diesen Prämissen erwies sich die Hydroxylapatitkeramik als bestes Material. Im 
Mittelfeld befanden sich  Reintitan und Ti6Al7Nb-ODH mit einer untereinander ver-
gleichbaren Biokompatibilität. Die schwächsten Ergebnisse erzielte der Kunststoff Po-
lyäthylen. 
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Im Hinblick auf die mittels der Durchflußzytometrie semiquantitativ ermittelte Zelldif-
ferenzierung zeigten sich materialbedingte Unterschiede. Auf den Probenkörpern aus 
Polyäthylen fanden sich vergleichsweise hohe Zahlen von Granulozyten und B-Lym-
phozyten, dagegen relativ geringe Anzahlen an Osteoblasten bei einer hohen Anzahl 
avitaler Zellen. Eine  Korrelation zeigte sich zwischen den mit der Dot-Blot-Analyse 
semiquantitativ erhobenen Ergebnissen zu fasrigen Bestandteilen im Zellüberstand und 
den mit Hilfe von immunhistologischen Methoden gewonnenen Ergebnissen der 
Zelldifferenzierung. Im Überstand der Kunstoffprobenkörper waren vergleichsweise 
geringe Mengen an Kollagen I und III, Osteokalzin und Alkalischer Phosphatase nach-
weisbar. 
Des weiteren konnte nach einer Phase der sechsmonatigen Kultivierung in Langzeit-
kultur die Kalzifizierung der extrazellulären Matrix vorrangig bei Keramik- und Titan-
probenkörpern nachgewiesen werden.  
Abschließend ist festzuhalten, daß die Ergebnisse dieser Arbeit in hohem Maße mit 
Untersuchungen zur Biokompatibilität vergleichbarer Werkstoffe in Mensch und Tier 
korrelieren und zu den Resultaten entsprechender in-vitro-Studien internationaler Ar-
beitsgruppen Parallelen aufweisen.  
Das vorgestellte System ist somit als ein geeignetes Screeningverfahren zur Bewertung 
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